Regulación del mantenimiento de la tetraploidía en células ganglionares de la retina de pollo by Ovejero Benito, María del Carmen
  
DEPARTAMENTO DE ANATOMÍA, HISTOLOGÍA Y NEUROCIENCIA 
FACULTAD DE MEDICINA 
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE MADRID 
 
REGULACIÓN DEL MANTENIMIENTO DE 
LA TETRAPLOIDÍA EN CÉLULAS 
GANGLIONARES DE LA RETINA DE 
POLLO 
TESIS DOCTORAL 
MARÍA DEL CARMEN OVEJERO BENITO 
LICENCIADA EN BIOQUÍMICA 
 
Director 
DR. JOSÉ MARÍA FRADE LÓPEZ 




       
 
 
Dr. José María Frade López, científico Titular del Instituto Cajal (CSIC) 
CERTIFICA: 
Que la presente tesis doctoral, que lleva por título Regulación del mantenimiento de la 
tetraploidía en células ganglionares de la retina de pollo, que presenta Doña María 
del Carmen Ovejero Benito para optar al grado de Doctor por la Universidad Autónoma 
de Madrid ha sido realizada bajo mi dirección en el Instituto Cajal (CSIC) y que cumple 
todos los requisitos para su defensa pública, reuniendo a mi juicio el suficiente rigor 
científico para optar al grado de doctor. 
 














A mis padres 
A mi hermana 
A Sergio





ABREVIATURAS .................................................................................................................................. i 
RESUMEN ....................................................................................................................................... vii 
I. INTRODUCCIÓN ........................................................................................................................ 1 
1. La familia de las neurotrofinas y sus receptores ........................................................... 4 
1.1 Receptores Trk .......................................................................................................... 5 
1.2 p75NTR ........................................................................................................................ 7 
1.3 Interacción de las vías de señalización de Trk y p75NTR ............................................. 8 
1.4 Participación de las neurotrofinas en el ciclo celular ................................................ 9 
2. Ciclo celular ................................................................................................................... 9 
2.1 Aspectos generales del ciclo celular ................................................................................ 9 
2.2 Mecanismos de regulación de la transición G1/S ......................................................... 12 
2.3 Mecanismos de regulación de la transición G2/M ........................................................ 13 
2.3.1 Estructura de Cdk1 .................................................................................................... 13 
2.3.2 Formación del complejo CC ....................................................................................... 16 
2.3.3 Fosforilación activadora de Cdk1 .............................................................................. 17 
2.3.4 Fosforilaciones inhibitorias de Cdk1 ......................................................................... 18 
2.3.5 Translocación núcleo/citoplasma del complejo CC ................................................... 19 
3. Variaciones del ciclo celular y poliploidía .................................................................... 20 
3.1 Poliploidía germinal ....................................................................................................... 21 
3.2 Poliploidía somática ...................................................................................................... 22 3.3 Mecanismos de generación de poliploidía somática ............................................... 23 
3.4 Poliploidía somática en neuronas ............................................................................................ 26 
4. Generación del sistema nervioso de los vertebrados ................................................. 28 
4.1 Desarrollo del ojo y la retina de los vertebrados .......................................................... 28 
Índice 
 
4.2 La retina como sistema modelo para análisis de procesos de  desarrollo ................. 30 
4.3 Participación de las neurotrofinas en el desarrollo de la  retina ............................... 32 
4.4 Tetraploidización en la retina y neurotrofinas .............................................................. 33 
II. OBJETIVOS .............................................................................................................................. 35 
III. MATERIALES Y MÉTODOS .......................................................................................................... 39 
Embriones ............................................................................................................................... 41 
Anticuerpos primarios ............................................................................................................. 41 
Anticuerpos secundarios ......................................................................................................... 43 
Plásmidos ................................................................................................................................ 44 
ARNi ......................................................................................................................................... 45 
Cultivos celulares..................................................................................................................... 45 
Fibroblastos embrionarios de pollo (CEFs) .......................................................................... 45 
NRPDs .................................................................................................................................. 45 
Enriquecimiento de CGRs ........................................................................................................ 47 
PCR semicuantitativa ............................................................................................................... 47 
Inmunotinciones ..................................................................................................................... 48 
Inmunohistoquímica (IHC) .................................................................................................. 48 
Inmunocitoquímica (ICQ) .................................................................................................... 49 
Inmunoprecipitación (IP) ......................................................................................................... 49 
WB ........................................................................................................................................... 50 
Electroporación ....................................................................................................................... 51 
Lipofección .............................................................................................................................. 51 
Ensayo de actividad de Cdk1 ................................................................................................... 52 
ELISA“Sandwich” ..................................................................................................................... 53 
Análisis de imagen ................................................................................................................... 53 
Citometría estática .................................................................................................................. 54 
Análisis de secuencia ............................................................................................................... 54 
          Índice 
 
 
Contaje celular ........................................................................................................................ 55 
Análisis estadísticos ................................................................................................................. 55 
IV. RESULTADOS .......................................................................................................................... 57 
1. TrkB se expresa en una subpoblación de CGRs en proceso de diferenciación 
susceptible de convertirse en neuronas tetraploides. ............................................................ 59 
2. Cdk1 se expresa en las CGRs en proceso de diferenciación que llevan a cabo mitosis 
ectópicas in vivo ...................................................................................................................... 61 
3. BDNF disminuye el nivel de expresión de la proteína Cdk1 en las CGRs, pero no afecta 
a los niveles de ARNm específico de Cdk1 .............................................................................. 63 
3.1 BDNF disminuye los niveles de proteína Cdk1 en las NRPDs .................................. 64 
3.2 La disminución de niveles de Cdk1 provocada por BDNF en las NRPDs es un 
proceso generalizado .......................................................................................................... 65 
3.3 BDNF no modifica los niveles de expresión del ARNm específico de CDK1 ............ 66 
4. BDNF disminuye la actividad específica de Cdk1 en NRPDs ....................................... 66 
5. Regulación post-traduccional de Cdk1 mediante BDNF. ............................................ 68 
5.1 BDNF induce la fosforilación de Cdk1 en su Tyr15 provocando una inhibición de su 
actividad .............................................................................................................................. 70 
5.1.1 BDNF induce la fosforilación de Cdk1 en su Tyr15 ................................................. 74 
5.1.2 TrkA no está involucrada en la fosforilación de Cdk1 en su Tyr15............................ 74 
5.1.2 BDNF induce la fosforilación de la Tyr15 por un mecanismo independiente de 
Wee1  ................................................................................................................................ 75 
5.1.3 BDNF induce la fosforilación de la Tyr15 por un mecanismo dependiente de 
TrkB  ................................................................................................................................ 77 
6. El efecto de BDNF sobre la actividad de Cdk1 depende exclusivamente de su 
fosforilación en su Tyr15 ......................................................................................................... 77 
7. p27Kip1 podría impedir rondas sucesivas de síntesis de ADN en CGRs tetraploides ... 79 
7.1 p27Kip1 se expresa en CGRs in vivo e in vitro............................................................ 80 
7.2 Inhibición de la expresión de p27Kip1 utilizando ARNi.............................................. 82 
7.3 La interferencia frente al ARN de p27Kip1 favorece la síntesis de ADN en neuronas 
de retina .............................................................................................................................. 83 
V. DISCUSIÓN .............................................................................................................................. 87 
Índice 
 
1. BDNF disminuye los niveles de Cdk1 pero no del ARNm específico de CDK1 ............ 90 
2. BDNF disminuye la actividad específica de Cdk1 mediante modificación post-
traduccional ............................................................................................................................. 91 
2.1 La fosforilación de Cdk1 en su Tyr15 inducida por BDNF es dependiente de TrkB 91 
2.2 La fosforilación de Cdk1 en su Tyr15 inducida por BDNF es independiente de Wee1 
  ................................................................................................................................. 92 
2.3 La cooperación entre TrkB y p75NTR es necesaria para la fosforilación de Cdk1 en su 
Tyr15  ................................................................................................................................. 93 
3. Las CGRs tetraploides dependen de BDNF durante un periodo restringido ............... 94 
4. p27Kip1 podría impedir rondas sucesivas de síntesis de ADN en CGRs tetraploides ... 95 
5. Posibles implicaciones de la tetraploidía neuronal en patología ................................ 97 
VI. CONCLUSIONES .................................................................................................................... 101 
VII. BIBLIOGRAFÍA ....................................................................................................................... 105 
VIII ANEXO .................................................................................................................................... 131 
1) Artículos publicados .................................................................................................. 133 
2) Capítulos de libro publicados .................................................................................... 133 
3) Currículum vitae ........................................................................................................ 133 
  Índice de figuras 
 
Figura 1. Estructura de las neurotofinas......................................................................................5 
Figura 2. Esquema de la estructura de las neutrofinas y sus receptores: Trk y p75NTR..............6 
Figura 3. Representación de algunas de las rutas de señalización activadas por p75NTR y Trk....8 
Figura 4. Esquema de los distintos complejos Ciclina/Cdk que regulan el ciclo celular y sus 
correspondientes inhibidores.....................................................................................................12 
Figura 5. Comparación de secuencias de las proteínas de la familia de las Cdks ......................15 
Figura 6. Estructura tridimensional de Cdk2 y Ciclina E..............................................................16 
Figura 7. Eventos de fosforilación/defosforilación de Cdk1 que regulan la activación del 
complejo CC................................................................................................................................17 
Figura 8. Bucles de activación e inhibición de Cdk1...................................................................18 
Figura 9.Variación del contenido de ADN a lo largo del ciclo celular.........................................21 
Figura 10. Esquema de las variaciones del ciclo celular que dan lugar a poliploidía..................24 
Figura 11. Desarrollo del tubo neural y del ojo de los vertebrados............................................29 
Figura 12. Esquema de un neuroepitelio pseudoestratificado como la retina en desarrollo....30 
Figura 13. Esquema de las capas de la retina adulta..................................................................32 
Figura 14. Esquema del mecanismo de tetraploidización somática en las CGRs.......................34 
Figura 15. TrkB se expresa en una subpoblación de CGRs.........................................................59 
Figura 16. TrkB se expresa en una subpoblación de CGRs que carecen de Rb..........................60 
Figura 17. TrkB se expresa en una subpoblación de CGRs que presentan p75NTR......................60 
Figura 18. Cdk1 se expresa preferentemente en el citoplasma de las CGRs..............................61 
Figura 19. Cdk1 se expresa en células positivas para p75NTR......................................................62 
Figura 20. Cdk1 se expresa en mitosis ectópicas.......................................................................63 
Figura 21. Cdk1 co-localiza con TrkB en CGRs. ..........................................................................63 
Figura 22. TrkB se expresa de forma generalizada en NRPDs....................................................64 
Índice de figuras 
 
Figura 23. BDNF disminuye los niveles de la proteína Cdk1 en NRPDs......................................64 
Figura 24. Todas las NRPDs diferenciadas son capaces de responder al tratamiento con 
BDNF...........................................................................................................................................65 
Figura 25. BDNF no modifica los niveles de CDK1. ....................................................................66 
Figura 26. BDNF disminuye la actividad quinasa de Cdk1 en NRPDs.........................................67 
Figura 27. BDNF no altera los niveles de actividad Cdk general en NRPDs................................68 
Figura 28. BDNF disminuye la actividad de Cdk1 medida como el índice mitótico...................69 
Figura 29. BDNF inhibe la muerte por apoptosis en NRPDs subsiguiente a la mitosis..............70 
Figura 30. Posible fosforilación de Cdk1 inducida por TrkB.......................................................71 
Figura 31. Los anticuerpos anti-pCdk1 Tyr15 A y B interaccionan con las Proteínas A/G 
Sefarosa......................................................................................................................................72 
Figura 32. Validación del ELISA “Sandwich” para la detección de Cdk1.....................................73 
Figura 33. Validación del ELISA “Sandwich” para la detección de pCdk1 Y15...........................74 
Figura 34. BDNF induce la fosforilación de Cdk1 en su Tyr15 por un mecanismo independiente 
de TrkA........................................................................................................................................75 
Figura 35. La fosforilación de Cdk1 en Tyr15 inducida por BDNF es independiente de Wee176 
Figura 36. MK-1775 inhibe la fosforilación de la Tyr15 mediada por Wee1 en CEFs.................76 
Figura 37. La fosforilación de la Tyr15 de Cdk1 inducida por BDNF depende de TrkB..............77 
Figura 38. El tratamiento de NRPDs transfectadas con Cdk1 Phe15 con nocodazol bloquea a las 
células en mitosis........................................................................................................................78 
Figura 39. El efecto post-traduccional de BDNF en Cdk1 es específico de la Tyr15..................79 
Figura 40. p27Kip1 podría evitar que las neuronas tetraploides llevasen a cabo rondas de síntesis 
extras..........................................................................................................................................80 
Figura 41. Co-localización entre p27Kip1 y el receptor de neurotrofinas, p75NTR........................81 
Figura 42. p27Kip1 se expresa en CGRs diferenciadas.................................................................81 
Figura 43. p27Kip1 se expresa en CGRs que carecen de Rb.........................................................81 
          Índice de figuras 
 
 
Figura 44. Las células que expresan TrkB co-expresan p27Kip1...................................................82 
Figura 45. p27Kip1 se expresa en NRPDs in vitro..........................................................................82 
Figura 46. Los ARNi interferentes 1p27i y 2p27i reudcen significativamente los niveles de 
proteína p27Kip1..........................................................................................................................83 
Figura 47. Pureza del cultivo de CGRs después de su enriquecimiento en un gradiente de 
Percoll.........................................................................................................................................84 
Figura 48. La disminución de los niveles de p27 Kip1 en un cultivo enriquecido en CGRs provoca 
un incremento en la incorporación de BrdU respecto al control...............................................85 
Figura 49. La disminución de los niveles de p27Kip1 induce una síntesis lenta de ADN..............86 










ABTS  2,2'-Azino-di (3-etilbenzotiazolin-sulfonato-6) de amonio (del inglés “ 2,2'-Azino-di-[3-
ethylbenzthiazoline sulfonate (6)] diammonium salt”) 
ADNc   ADN codificante 
Akt/PKB  Proto-oncogén 1 de timoma viral/ Proteína quinasa B (del inglés “thymoma viral proto-
oncogene 1/Protein kinase B”) 
ANOVA  Análisis de la varianza (del inglés “Analysis of variance”) 
APC  Complejo promotor de la anafase (del inglés “Anaphase promoting complex”)  
ARNi  ARN de interferencia   
ARMS/Kidins Proteína transmembrana con dominios repetidos de anquirina/Substrato de interacción 
de 220 kDa de la quinasa D (del inglés “Ankyrin repeat-rich membrane–spanning 
protein/Kinase D-interacting Substrate of 220kDa”)  
ARNm  ARN mensajero 
B 
BDNF  Factor neurotrófico derivado de cerebro (del inglés “Brain-derived neurotrophic factor”) 
Bex Proteína de expresión ligada al cromosoma X (del inglés “Brain X-linked expressed 
protein”) 
BrdU   5-Bromo-2´-desoxiuridina 
BSA   Albúmina de suero bovino (del inglés “Bovine serum albumin”) 
C 
CAK Complejo de activación de las quinasas Cdks (del inglés “Cdk activating kinase 
complex”) 
CC Cdk1/Ciclina B 
CCG  Capa de células ganglionares de retina  
Cdc  Ciclo de división celular (del inglés “cell división cycle”) 
CDKN1B Inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina (del ingles “Cyclin dependent kinase 
inhibitor 1 B”) 




Cdk1 Phe15 Forma constitutivamente activa de Cdk1 cuya tirosina 15 se ha sustituido por una 
fenilalanina 
Cdt Factor de replicación del ADN y de licencia de replicación del ADN (del inglés 
“Chromatin licensing and DNA replication factor”) 
CEFs   Fibroblastos embrionarios de pollo (del inglés “Chicken embryonic fibroblasts”) 
CGRs   Células ganglionares de retina 
Cip Inhibidores proteicos de las Cdks (del inglés “Protein Inhibitors of Cdks /Protein 
Inhibitors of Kinases”) 
C-MAGE Antígeno de melanoma de pollo (del inglés “Chicken melanoma antigen”) 
CKIs Inhibidores de las quinasas dependientes de ciclinas (del inglés “Cyclin dependent 
kinases inhibitors”) 
CRM1 Proteína del mantenimiento de la región del cromosoma 1 (del inglés “Chromosomal 
region maintenance protein 1”) 
C-terminal  Carboxilo terminal 
D 
d  Densidad 
DAPI  4´,6-diamidino-2-fenilindol (del inglés “4',6-diamidino-2-phenylindole”) 
DMEM   Medio de cultivo eagle modificado de Dulbecco (del inglés “Dulbecco's modified eagle 
medium”) 
E 
E   Estadio de desarrollo 
E2F  Factor de interacción con el promotor de E2 (del inglés “E2 promoter binding”) 
EGFP  Proteína fluorescente verde potenciada (del inglés “Enhanced green fluorescence 
protein”) 
ELISA   Ensayo inmunoenzimático (del inglés “Enzyme-linked immunosorbent assay”) 
ERK  Quinasa regulada por señales extracelulares (del inglés “Extracellular signal-regulated 
kinase”) 
F 
FAP    Fosfatasa asociada a fas-1 (del inglés “Fas associated phosphatase”) 
FCS   Suero fetal bovino (del inglés “Fetal calf serum”) 
FISH  Hibridación fluorescente in situ (del inglés “Fluorescence in situ hybridization”) 
G 
G  del inglés “gap phase” 
          Abreviaturas 
iii 
 
G1/S  del inglés “gap phase”/síntesis 
G2/M   del inglés “gap phase”/mitosis 
GAPDH  Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (del inglés “Glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase”) 
Gab Proteína de unión asociada a Grb (del inglés “Grb associated binding protein”) 
Grb Proteína ligante del receptor del factor de crecimiento (del inglés “Growth factor 
receptor-bound protein”) 
GST   Glutation S-transferasa (del inglés “Glutathionine S-transferase”) 
H 
HEPES Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfónico (del inglés “4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid”) 
HRP   Peroxidasa de rábano picante (del inglés “Horseradish peroxidase”) 
I 
ICQ  Inmunocitoquímica 
Ig  Inmunoglobulina 
IHQ  Inmunohistoquímica 
Ink  Inhibidores de quinasa (del inglés  “Inhibitors of kinase”) 
INL   Capa nuclear interna (del inglés “Inner nuclear layer”) 
INM  Movimiento nuclear intercinético (del inglés “Interkinetic nuclear movement”) 
IP  Inmunoprecipitación 
J 
JNK  Quinasa de la región N-terminal jun (del inglés “Jun N-terminal kinase”) 
K 
Kip  Inhibidores proteicos de las quinasas (del inglés “Protein Inhibitors of Kinases”) 
KRH   Tampón fisiológico salino Krebs-Ringer-HEPES 
M 
MAGE  Antígeno de melanoma (del inglés “Melanoma antigen”) 
MAGI-1         Guanilato quinasa con organización invertida asociada a membrana 1 (del inglés 
“Membrane associated guanylate kinase with inverted organization-1”) 




MAPKK           Proteína quinasa de la quinasa activada por mitógenos (del inglés “Mitogen activated 
protein kinase kinase”) 
MCM  Mantenimiento de minicromosomas (del inglés “Minichromosomal maintenance”) 
Myt  Factor de transformación de la mielina (del inglés “Myelin transformation factor”) 
N 
NADE Ejecutor de muerte celular asociado a p75 NTR (del inglés “p75NTR-associated cell death 
executor”) 
NeuN  Núcleo neuronal (del inglés “Neuronal nuclei”) 
NF-κB  Factor nuclear kappa B (del inglés “Nuclear factor kappa B”) 
NGF   Factor de crecimiento nervioso (del inglés “Nerve growth factor”) 
NRIF Factor que interacciona con el receptor de neurotrofinas (del inglés “Neurotrophin 
receptor interacting factor”) 
NRPDs   Neuronas de retina de pollo en proceso de diferenciación 
N.S.  No significativo 
NT  Neurotrofina  
N-terminal  Amino terminal 
NTR  Receptor de neurotrofinas (del inglés “Neurotrophin receptor”) 
O 
ONL  Capa nuclear externa (del inglés “Outer nuclear layer”) 
ORC  Complejo de reconocimiento del origen (del inglés “Origin replication complex”) 
P 
PBS   Tampón fosfato salino (del inglés “Phosphate buffered saline”) 
PBT  PBS/0,05% Tritón X-100 
PBTw  PBS/0,1% Tween-20 
pCdk1 Tyr15 Cdk1 fosforilado en su tirosina 15 
PCR   Reacción en cadena de la polimerasa (del inglés “Polymerase chain reaction”) 
PDK Quinasa dependiente de fosfoinosítido (del inglés “Phosphoinositide-dependent kinase”) 
pH3   Histona 3 fosforilada (del inglés “Phosphorylated histone 3”) 
PI3K  Fosfatidilinositol 3-quinasa (del inglés “Phosphatidylinositol 3-kinase”) 
PLC-γ   Fosfolipasa C-γ (del inglés “Phospholipase C-γ”) 
PLO  Poli-(DL)-ornitina 
          Abreviaturas 
v 
 
preRC  Complejo de prereplicación (del inglés “Prereplication complex”) 
R 
Rb  Retinoblastoma 
RFP  Proteína de fluorescencia roja (del inglés “Red fluorescence protein”) 
RFPi  ARN de interferencia contra el gen de la luciferasa  
RhoA Familia de genes homólogos a ras A (del inglés “Ras homolog gene family, member 
A”) 
RIP-2  Proteína que interacciona con el receptor 2 (del inglés “Receptor interacting protein 2) 
S 
Sall  Proteína similar a sal (del inglés “Sal-like protein”) 
SC  Factor de las células de Schawnn (del inglés “Schawnn Cell factor”) 
sem   Desviación estándar de la media (del inglés “Standard deviation of the mean”) 
Shc  Proteína que contiene el dominio de homología 2 con Src (del inglés “Src homology 2 
domain-containing”) 
SOS  del inglés “Son of sevenless” 
T 
TRAF  Factor asociado al receptor del factor de necrosis tumoral (del inglés “TNF receptor 
associated factor”) 
Trk  Quinasa del receptor de tropomiosina (del inglés “Tropomyosin receptor kinase”) 
V-W 
v  Cuerpo vítreo 
WB  Inmunoblot (del inglés “Western blot”) 





 Según la visión clásica de la neurociencia, la reactivación del ciclo celular en 
neuronas conduce a la muerte celular por apoptosis. Sin embargo, publicaciones previas 
de nuestro laboratorio han demostrado que un elevado número de células ganglionares 
de la retina de pollo (CGRs) en proceso de migración a la capa de células ganglionares 
(CCG) prospectiva pueden reactivar el ciclo celular y, en presencia de BDNF (del inglés 
“Brain-derived neurotrophic factor”), permanecer como neuronas tetraploides. Estas 
neuronas se caracterizan por expresar el factor de transcripción E2F1 (del inglés “E2 
promoter binding”) y carecer de su represor, la proteína del retinoblastoma (Rb). En 
ausencia de BDNF, las CGRs tetraploides sufren la transición G2/M (del inglés “gap 
phase”/mitosis), lo que provoca su muerte por apoptosis poco tiempo después. El 
mecanismo molecular empleado por BDNF para prevenir la transición G2/M y 
mantener la tetraploidía en estas neuronas es desconocido. Por lo tanto, uno de los 
objetivos de esta tesis es dilucidar dicho mecanismo. En primer lugar demostramos que 
TrkB (del inglés “Tropomyosin receptor kinase”), el receptor neurotrófico de BDNF, se 
expresa en una población CGRs que carecen de Rb y expresan p75NTR (del inglés “p75 
neurotrophin receptor”) in vivo. Empleando un sistema que recapitula la diferenciación 
de las CGRs in vitro, demostramos que el tratamiento con BDNF a concentraciones 
específicas de TrkB, es capaz de disminuir los niveles de la proteína Cdk1, pero no los 
de su ARN mensajero (ARNm). También demostramos que BDNF disminuye los 
niveles de actividad endógena y exógena de Cdk1 (del inglés “Cyclin dependent 
kinase”), promoviendo la fosforilación inhibitoria en su Tyr15. Dicha fosforilación está 
mediada por TrkB, ya que se puede revertir con el tratamiento con K252a, un inhibidor 
de tirosín quinasas que se usa tradicionalmente para bloquear la actividad de las 
neurotrofinas a través de sus receptores de la familia Trk. Sin embargo, demostramos 
que esta fosforilación es independiente de Wee1, la quinasa responsable de la 
fosforilación de la Tyr15 en células proliferantes, puesto que este efecto permanece 
después del uso del inhibidor selectivo de dicha quinasa (MK-1775). También 
demostramos que el efecto de inhibición de la actividad de Cdk1 está mediado por la 
fosforilación de su Tyr15, ya que BDNF no puede bloquear la actividad de la forma 




se ha sustituido por una Phe) cuando se sobreexpresa en cultivos neurogénicos de retina. 
Por todo esto, proponemos que la inhibición de la expresión y de la actividad de Cdk1 
ocurre a través de un mecanismo dependiente de BDNF, que contribuye al 
mantenimiento de las neuronas tetraploides en un estado similar a G2. 
 Por otra parte, las neuronas tetraploides sólo llevan a cabo una ronda extra de 
síntesis de ADN, a diferencia de otras células poliploides del organismo, que pueden 
llevar a cabo múltiples rondas de síntesis de ADN en ausencia de mitosis. Por lo tanto, 
nos preguntamos cuáles son los mecanismos responsables de bloquear rondas sucesivas 
de síntesis de ADN en estas neuronas. Un candidato a la regulación de este proceso es el 
inhibidor de ciclo celular p27Kip1 (del inglés “Protein Inhibitor of Kinase”). Observamos 
que p27Kip1 se expresa en CGRs susceptibles de convertirse en tetraploides, conocidas 
por su expresión del marcador de diferenciación p75NTR y por carecer del represor de la 
transición G1/S (del inglés “gap phase”/Síntesis), Rb. Llevando a cabo estudios de 
pérdida de función de p27Kip1 mediante ARN de interferencia (ARNi) en CGRs 
diferenciadas, observamos un incremento de la incorporación de BrdU (5-Bromo-2´-
desoxiuridina) con respecto al interferente control. La bajada de los niveles de p27Kip1 se 
correlaciona con un aumento de la cantidad de ADN en dichas células, pero no se 
corresponde con un aumento del porcentaje de mitosis, indicando una síntesis lenta de 
ADN. En conclusión, estos datos sugieren la participación de p27Kip1 en el 
mantenimiento del estado diploide y tetraploide, impidiendo que se produzcan rondas 
sucesivas de endorreduplicación. 















 El trabajo previo de nuestro laboratorio ha demostrado que distintas poblaciones 
de neuronas de proyección duplican su ADN dando lugar a neuronas tetraploides 
somáticas (López-Sánchez y Frade, 2013; Morillo et al., 2010). Dichas neuronas, entre 
las que se encuentran las CGRs de pollo y las neuronas piramidales de la capa V/VI de 
la corteza de ratón, se generan durante el desarrollo y permanecen activas 
funcionalmente durante el resto de la vida adulta (López-Sánchez y Frade, 2013; 
Morillo et al., 2010), participando en la diversidad de tipos neuronales existente en el 
sistema nervioso de los vertebrados. La generación de neuronas tetraploides requiere la 
coordinación de tres procesos: la reactivación del ciclo celular en una neurona 
postmitótica inmadura, la inhibición de la transición G2/M en dicha neurona y la 
inhibición de fases sucesivas de síntesis de ADN (endorreduplicación) que pudieran dar 
lugar a neuronas poliploides. La reactivación del ciclo celular en neuronas postmitóticas 
inmaduras depende de la activación de p75NTR mediante NGF (del inglés “Nerve 
Growth Factor”) (Morillo et al., 2010) a través de un mecanismo que requiere la 
fosforilación del factor de transcripción E2F4 por p38MAPK (del inglés “Mitogen 
activated protein kinase”) (Morillo et al., 2012). Se sabe que BDNF es necesario para 
que se produzca el bloqueo de la transición G2/M en las neuronas tetraploides ya que en 
ausencia de dicho factor dichas células mueren por apoptosis (Morillo et al., 2010). Sin 
embargo, el mecanismo por el cual BDNF bloquea dicha transición es desconocido. 
También se desconoce el mecanismo responsable de impedir que se produzcan rondas 
sucesivas de síntesis de ADN en las neuronas tetraploides. Este trabajo se ha centrado 
en resolver estas dos últimas cuestiones. A lo largo de esta introducción se describirán 
en primer lugar las neurotrofinas, como agentes activos en este proceso; posteriormente 
se incidirá sobre el ciclo celular canónico y las modificaciones del mismo que dan lugar 
a las células poliploides. Por último, se describirán diversos conceptos sobre el 
desarrollo del sistema nervioso y, en concreto, la retina, como tejido en el que se 





1. La familia de las neurotrofinas y sus receptores  
Las neurotrofinas son una familia de factores de crecimiento que, en el pollo, 
está constituida por tres miembros: NGF (Cohen et al., 1954; Cohen y Levi-Montalcini, 
1956; Levi-Montalcini y Hamburger, 1951), BDNF (Barde et al., 1982) y la 
neurotrofina NT-3 (del inglés “Neurotrophin-3”) (Hohn et al., 1990; Jones y Reichardt, 
1990; Maisonpierre et al., 1990) (Figura 1). Otros miembros que componen esta familia 
son: NT-4/5, presente en mamíferos (Berkemeier et al., 1991; Hallböök et al., 1991; Ip 
et al., 1992); NT-6, presente en el teleósteo Xiphophorus maculatus (Götz et al., 1994), 
y NT-7, presente en el pez cebra (Danio rerio) (Lai et al., 1998; Nilsson et al., 1998). 
Las neurotrofinas están involucradas en un amplio rango de procesos dentro y fuera del 
sistema nervioso que incluyen la apoptosis, la supervivencia celular, la diferenciación 
neuronal, la plasticidad sináptica, el tráfico y la fusión de membranas, la mielinización, 
el crecimiento axonal y dendrítico, el comportamiento y la memoria. La alteración en 
sus niveles o en sus vías de señalización conlleva situaciones patológicas tales como el 
dolor, la agresión y la depresión (Arévalo y Wu, 2006; Chao, 2003; Huang y Reichardt, 
2003; Park y Poo, 2013; Skaper, 2012).  
La transducción de la señal iniciada por las neurotrofinas es tremendamente 
compleja, dado que cada una de ellas puede unirse a dos tipos de receptores 
transmembrana que activan múltiples cascadas de señalización (Arévalo y Wu, 2006; 
Chao, 2003; Skaper, 2012). Dichos receptores son: p75NTR el miembro fundador de la 
familia del factor de necrosis tumoral (Chao et al., 1986; Radeke et al., 1987) y la 
familia Trk, compuesta por: TrkA (Martin-Zanca et al., 1986), TrkB (Klein et al., 1989) 
y TrkC (Lamballe et al., 1991). Todas las neurotrofinas se pueden unir al receptor 
p75NTR (Rodríguez-Tébar et al., 1990; 1992). En cambio, NGF se une específicamente a 
TrkA; BDNF, a TrkB, y NT-3, preferentemente a TrkC, aunque también se puede unir a 






Las neurotrofinas se sintetizan en el retículo endoplasmático y están codificadas 
por un único exón como un precursor pre-pro-neurotrofina que se transforma en pro-
neurotrofina cuando se libera el péptido señal. Las pro-neurotrofinas tienen función 
biológica ya que se pueden unir con alta afinidad a p75NTR asociado al correceptor 
sortilina (Lee et al., 2001; Nykjaer et al., 2004), que reconoce de manera específica el 
dominio pro, lo que conduce a la muerte celular por apoptosis (Nykjaer et al., 2004; 
Teng et al., 2010). Los precursores de las neurotrofinas se pueden procesar 
intracelularmente mediante furina o proconvertasas (Seidah et al., 1996), o en el interior 
de las vesículas de secreción (Dieni et al., 2012). Las neurotrofinas en su forma madura 
actúan como homodímeros no covalentes (Skaper, 2012; Wiesmann et al., 1999) 
(Figura 1).  
1.1 Receptores Trk  
Los receptores Trk son proteínas monoméricas cuya región extracelular está 
constituida por tres dominios ricos en Leu*, rodeados de dos dominios ricos en Cys; dos 
dominios de tipo Ig (Inmunoglobulina); una región transmembrana, y un dominio 
tirosín quinasa en el extremo C-terminal (carboxilo terminal) (Figura 2) (Arévalo y Wu, 
2006; Holden et al., 1997; Schneider y Schweiger, 1991). La unión de las neurotrofinas 
a los receptores Trk tiene lugar a través de los dominios tipo Ig, que también se 
 
Figura 1. Estructura de las neurotrofinas (A) NGF, (B) BDNF y (C) NT-3. Como se puede 
observar, existe una gran similitud entre los distintos miembros de la familia de las neurotrofinas. 
Figura adaptada de Allen et al. (2013). 
* A lo largo del texto se empleará el código de tres letras para los aminoácidos, salvo en las figuras, en las que se empleará 





encargan de evitar la dimerización espontánea del receptor en ausencia de neurotrofinas 
(Arévalo et al., 2000; Pérez et al., 1995).  
 
 
Cuando los homodímeros de neurotrofinas se unen al dominio Ig de los 
receptores Trk, se induce la dimerización y activación del dominio quinasa mediante su 
transfosforilación. Las fosfo-Tyr del receptor activado y sus aminoácidos circundantes 
forman un dominio que recluta distintas proteínas adaptadoras, frecuentemente con el 
dominio Shc (del inglés “Src homology 2 domain-containing”), que a su vez reclutan a 
otras proteínas adaptadoras como Grb2 (del inglés “Grb associated binding protein”) y 
SOS (del inglés “Son of sevenless”), iniciando diversas cascadas de señalización 
(Arévalo et al., 2000; Arévalo y Wu, 2006; Huang y Reichardt, 2003; Skaper, 2012). La 
activación de los receptores Trk promueve la señalización a través de tres rutas 
diferentes: PLC-γ ( del inglés “Phospholipase C-γ”), Akt /PKB (del inglés “Thymoma 
viral proto-oncogene 1/Protein kinase B”) y MAPK (Figura 3). La interacción de PLC-
γ  con el receptor Trk activado inicia una ruta que activa la expresión de genes, la 
supervivencia neuronal, el crecimiento neurítico y la plasticidad neuronal. La ruta PI3K 
(del inglés “Phosphatidylinositol 3-kinase”)/Akt/PKB participa en la supervivencia 
neuronal, mientras que la ruta Shc-Ras/Raf/MAPKK (del inglés “Mitogen activated 
protein kinase kinase”) /MAPK está relacionada con la supervivencia, la diferenciación 
y el crecimiento de las neuritas (Figura 3) (Arévalo y Wu, 2006; Chao, 2003; Reichardt, 
2006; Skaper, 2012). La endocitosis y la transferencia de los receptores Trk a los 
 
Figura 2. Esquema de la estructura de las neutrofinas y sus receptores: Trk y p75NTR. Se han 




diferentes compartimentos de la membrana donde se encuentran las proteínas 
adaptadoras modula la eficacia y la duración de las rutas de señalización. (Huang y 
Reichardt, 2003; Skaper, 2012; Yu et al., 2011).  
1.2 p75NTR 
p75NTR es el miembro fundador de la familia del factor de necrosis tumoral cuya 
estructura se basa en una cadena sencilla transmembrana con un dominio de muerte tipo 
II en la zona intracelular (Figura 2) (Arévalo y Wu, 2006; Chao et al., 1986; Radeke et 
al., 1987). p75NTR puede inducir la muerte celular de manera independiente de los 
receptores Trk (Frade et al., 1996c). p75NTR activa las rutas de NF-κB (del inglés 
“Nuclear factor kappa B”) (Carter et al., 1996), de JNK (del inglés “Jun N-terminal 
kinase”) (Bamji et al., 1998; Casaccia-Bonnefil et al., 1996) y regula la actividad de 
Rho A (del inglés “Ras homolog gene family, member A”) (Yamashita et al., 1999) 
(Figura 3). Gran parte de las respuestas inducidas por p75NTR están reguladas por 
proteínas que interactúan con su dominio intracelular iniciando vías de señalización que 
promueven la apoptosis, la supervivencia, el crecimiento neurítico y la parada del ciclo 
celular (Figura 3) (Arévalo y Wu, 2006; Chao, 2003; Gentry et al., 2004; Roux y 
Barker, 2002; Schecterson y Bothwell, 2010; Schor, 2005) (Figura 3). Algunos 
ejemplos de proteínas que interactúan con p75NTR son: TRAF-6 (del inglés “TNF 
receptor associated factor”), RIP-2 (del inglés “Receptor interacting protein”) y FAP-1 
(del inglés “Fas associated phosphatase”), que están asociadas con la activación de NF-
κB y la supervivencia (Irie et al., 1999; Khursigara et al., 1999; 2001); SC-1 (del inglés 
“Schawnn Cell factor”), Bex-1 (del inglés “Brain X-linked expressed protein”), Bex-
3/NADE (del inglés “p75NTR-associated cell death executor”), C-MAGE (del inglés 
“Chicken melanoma antigen”), NRIF (del inglés “Neurotrophin receptor interacting 
factor”) y Sall2 (del inglés “Sal-like protein”), que están asociados con la regulación del 
ciclo celular y la apoptosis (Casademunt et al., 1999; Chittka et al., 2004; Chittka y 
Chao, 1999; López-Sánchez et al., 2007b; Mukai et al., 2000; Pincheira et al., 2009; 
Verbeke et al., 2010; Vilar et al., 2006); ARMS/Kidins220 (del inglés “Ankyrin repeat-
rich membrane–spanning protein/Kinase D-interacting Substrate of 220kDa”), que se 
encarga de mediar la interacción entre receptores Trk y p75NTR (Chang et al., 2004; 
Iglesias et al., 2000); Caveolina, que se encarga de promover la localización en la 




(Bilderback et al., 1997; 1999); MAGI-1 (del inglés “Membrane associated guanylate 
kinase with inverted organization”), que actúa como proteína de andamiaje (Ito et al., 
2013), y RhoA, que está implicada en el crecimiento axonal (Yamashita et al., 1999) 
(Figura 3). 
 
1.3 Interacción de las vías de señalización de Trk y p75NTR  
Las vías de señalización de Trk y de p75NTR pueden actuar de forma 
independiente, pero también pueden estar interactuando. La función del receptor Trk 
está modulada por p75NTR a varios niveles: promueve la unión de ligandos, aumenta su 
especificidad por una neurotrofina concreta, favorece la accesibilidad de neurotrofinas 
al facilitar el crecimiento axonal o la inervación de la célula diana y promueve la 
endocitosis y el transporte retrógrado a compartimentos de membrana donde la unión de 
neurotrofinas con receptores Trk puede iniciar una cascada de señalización (Skaper, 
2012). p75NTR y Trk pueden interaccionar formando complejos de alta afinidad (Arévalo 
et al., 2000; Chao, 2003; Dechant et al., 1993; Esposito et al., 2001; Mahadeo et al., 
 
Figura 3. Representación de algunas de las rutas de señalización activadas por p75NTR y Trk. 




1994; Schröpel et al., 1995). Esta interacción puede estar mediada por la proteína 
ARMS/Kidins220, que tiene capacidad para interaccionar simultáneamente con 
receptores Trk y p75NTR, activando ambas vías de señalización (Chang et al., 2004). 
p75NTR se encuentra en forma dimérica en ausencia de NGF (Barker, 2007). Dado que 
p75NTR presenta una interfase de unión con TrkA y que ambas proteínas se unen a NGF 
en distintas orientaciones, NGF se uniría rápidamente a p75NTR, induciendo un cambio 
conformacional que facilitaría la unión de NGF a TrkA (Barker, 2007).  
1.4 Participación de las neurotrofinas en el ciclo celular  
Cada vez hay más evidencias que demuestran la conexión entre las neurotrofinas 
y el control del ciclo celular, dentro y fuera del sistema nervioso (López-Sánchez y 
Frade, 2002). Por ejemplo: NGF induce la activación de la fase de síntesis en 
neuroblastos de retina in vitro (Frade, 2000) e in vivo (Morillo et al., 2010) así como de 
figuras mitóticas (Frade, 2000). En cambio, BDNF inhibe la expresión de Ciclina B2 y 
las figuras mitóticas inducidas por NGF (Frade, 2000). p75NTR también se detecta en 
ciclo de la zona subventricular de las ratas adultas (Giuliani et al., 2004). p75NTR activa 
a distintos miembros de la familia de las MAPK que pueden regular el ciclo celular 
(Ambrosino y Nebreda, 2001; Zhang y Liu, 2002), entre ellos JNK, p38MAPK y ERK 
(del inglés “Extracellular signal-regulated kinase”) (Casaccia-Bonnefil et al., 1996; 
Costantini et al., 2005; Jiang et al., 2007; Susen et al., 1999). p75NTR interacciona a 
través de su dominio intracelular con otras proteínas involucradas en el control del ciclo 
celular, tales como algunos miembros de la familia MAGE, y los factores de 
transcripción NRIF, SC-1 y Bex-1 (Casademunt et al., 1999; Chittka et al., 2004; 
Chittka y Chao, 1999; López-Sánchez et al., 2007b, Vilar et al., 2006) (Figura 3). Dada 
la importancia de la reactivación del ciclo celular para esta tesis, a continuación se 
realizará una descripción detallada del mismo.  
2. Ciclo celular  
2.1 Aspectos generales del ciclo celular 
Una capacidad inherente a toda célula es la de dividirse y proliferar. En las 
células eucariotas, la división se lleva a cabo mediante mitosis seguida de un proceso de 




condensación de la cromatina, la desaparición del nucleolo y de la membrana nuclear y 
la formación del huso mitótico), la Metafase (en la que se produce el alineamiento de 
los cromosomas en el ecuador de la célula, asociados al huso mitótico), la Anafase (en 
la que se produce la separación de las cromátidas hacia los extremos del huso mitótico), 
la Telofase (en la que se produce la descondensación de los cromosomas, la generación 
de la membrana nuclear y la formación de dos núcleos hijos) y la Citocinesis (en la que 
tiene lugar la división del citoplasma dando lugar a dos células hijas idénticas a la célula 
inicial). A su vez, la interfase consta de distintas fases: G1 (del inglés “gap phase”), la 
primera fase de crecimiento, en la que comienzan a expresarse proteínas responsables 
de la división celular; la fase de síntesis (S), en la que ocurre la duplicación del ADN, y 
la segunda fase de crecimiento (G2) en la que se sintetizan las proteínas responsables de 
la mitosis. Las células también se pueden encontrar en estado quiescente (G0) cuando 
han salido del ciclo celular, como ocurre con células diferenciadas (Figura 4) 
(Gopinathan et al., 2011; Williams y Stoeber, 2012; Yasutis y Kozminki, 2013). 
La activación prematura de alguna de las fases del ciclo puede dar lugar a la 
muerte celular por apoptosis o a proliferación aberrante (Malumbres y Barbacid, 2009; 
Santamaría y Ortega, 2006; Stark y Taylor, 2006; Vermeulen et al., 2003a; 2003b). Por 
ello, el ciclo celular está estrictamente regulado a distintos niveles. Un ejemplo de dicha 
regulación son los llamados puntos de control en los cuales se detiene la progresión del 
ciclo hasta que se haya completado correctamente la fase anterior, permitiendo que se 
produzca la corrección de errores o induciendo apoptosis si los errores que se ha 
producido son irreparables. Existen diversos puntos de control distribuidos a lo largo de 
todo el ciclo celular, especialmente en las transiciones entre las diversas fases (Fisher, 
2012; Nigg, 2001; Yasutis y Kozminki, 2013). Durante G1 tienen lugar dos puntos de 
control: uno en el comienzo de la fase, en el que se comprueba la accesibilidad de 
factores de crecimiento responsables de la supresión de la señal de quiescencia, y otro 
en la fase G1 tardía, en el que se comprueba que existen suficientes nutrientes y que la 
célula haya alcanzado el tamaño adecuado para llevar a cabo la duplicación del ADN 
(Foster et al., 2010). Después de completar la fase de síntesis, se confirma que el ADN 
se ha duplicado de manera correcta antes de progresar a G2. Antes de pasar a la mitosis, 
se realiza un control de daño de ADN. En estos dos últimos casos, se activa p53 si se ha 
producido un daño en el ADN, lo que permite la detención del ciclo hasta que se 




Otros controles se encargan de monitorizar la correcta posición del huso mitótico, la 
separación de los cromosomas y la salida del ciclo celular (Fisher, 2012; Nigg, 2001; 
Yasutis y Kozminki, 2013). 
La transición entre estas fases está determinada por unas moléculas denominadas 
Ciclinas cuya expresión varía a lo largo del ciclo celular (Figura 4). Las Ciclinas se 
asocian con quinasas específicas, denominadas Cdks. La Ciclina D se sintetiza al 
comienzo de G1 y se une y activa a Cdk4 y Cdk6 cuando la célula abandona el estado 
quiescente. Durante este periodo, la célula se prepara para la duplicación del ADN. Esta 
unión es crucial para la entrada en G1 ya que el incremento de la actividad de Cdk4/6 
inicia la hiperfosforilación de Rb, que se encuentran normalmente asociado a E2F1. 
Dicha hiperfosforilación conlleva la liberación del factor de transcripción E2F1 y la 
disociación de las histonas deacetilasas, lo que permite la síntesis de las proteínas 
necesarias para la duplicación del ADN, entre ellas, Ciclina E y Ciclina A. La 
progresión de G1 a S está regulada por la asociación de Ciclina E a Cdk2, que a su vez 
fosforila al Rb en sitios adicionales (Sherr y Roberts, 1999). El complejo Ciclina 
A/Cdk2 dirige la fase de síntesis. Durante la fase de síntesis tardía, el complejo Ciclina 
A/Cdk1 se encarga de activar los orígenes de replicación tardíos y, durante el final de la 
fase G2, este complejo inicia la condensación de los cromosomas (Gong y Ferrell, 2010; 
Katsuno et al., 2009; Merrick y Fisher, 2012). La transición G2/M está regulada por la 
formación del complejo CC (Cdk1/Ciclina B) (Figura 4) (Fisher, 2012; Gopinathan et 
al., 2011; Harashima et al., 2013; Hochegger et al., 2008; Malumbres y Barbacid, 2009; 
Merrick y Fisher, 2010; Santamaría y Ortega, 2006; Vermeulen et al., 2003b; Yasutis y 
Kozminki, 2013).  
Además de la regulación de las transiciones G1/S y G2/M por las Cdks y las 
Ciclinas, existe un nivel de regulación superior: los inhibidores de las Cdks (Figura 4) 
(Lees, 1995). Existen dos familias de CKIs (del inglés “Cyclin dependent inhibitors”): 
Ink4 (del inglés “Inhibitors of kinase”) y Cip/Kip (del inglés “Protein Inhibitors of 
Cdks/Protein Inhibitors of Kinases”). La familia Ink4 está constituida por: p16Ink4a, 
p15Ink4b, p18Ink4c y p19Ink4d. Estos inhibidores mantienen el estado quiescente al actuar 
como inhibidores alostéricos específicos de Cdk4/6, impidiendo que se asocie a la 
Ciclina D y regulando específicamente la transición G1/S (Cánepa et al., 2007; 




p57Kip2) inactiva preferentemente los complejos Cdk/Ciclina responsables de G1, pero 
también pueden modular la actividad de todas las quinasas dependientes de Ciclina 
(Figura 4) (Besson et al., 2008; Sherr y Roberts, 1999).  
 
 
2.2 Mecanismos de regulación de la transición G1/S 
Para que se produzca la replicación del ADN, la actividad Cdk/Ciclina debe 
disminuir. Tal actividad disminuye cuando se produce la destrucción de las Ciclinas de 
G2 durante la Metafase tardía mediante el APC (del inglés “Anaphase promoting 
complex”), cuya actividad permanece durante la G1 temprana (Edgard y Orr-Weaver, 
2001; Symeonidou et al., 2012). La reducción de la actividad Cdk durante la fase G1 
temprana permite la asociación de los distintos componentes que forman el preRC (del 
inglés “Prereplication complex”): ORC (del inglés “Origin replication complex”), Cdc6 
(del inglés “Cell división cycle”) y Cdt1 (del inglés “Chromatin licensing and DNA 
 
Figura 4. Esquema de los distintos complejos Ciclina/Cdk que regulan el ciclo celular y sus 





replication factor”), que permiten la asociación de las seis subunidades de helicasa 
MCM (del inglés “Minichromosomal maintenance”) a la cromatina en el origen de 
replicación, por tanto, permitiendo que se produzca una nueva ronda de replicación. 
Durante la fase de síntesis, MCM y Cdc6 se separan del ADN y su habilidad para unirse 
de nuevo al ADN se inhibe durante las fases S y G2 debido a los elevados niveles de 
actividad de Cdk1 y Cdk2. Sólo cuando su actividad disminuye después de la transición 
M/G1 se puede volver a iniciar la fase de síntesis (Donaldson y Blow, 1999; 
Symeonidou et al., 2012). Existen mecanismos complementarios al descrito 
anteriormente para evitar que se produzca la re-replicación del ADN, como los 
inhibidores del ciclo celular p27Kip1 y p57Kip2. A su vez, la proteína Geminina secuestra 
a Cdt1, impidiendo que se produzca la licencia de replicación. La Geminina se degrada 
mediante APC durante la Anafase, facilitando también la entrada en la fase de síntesis 
(Edgard y Orr-Weaver, 2001; Symeonidou et al., 2012; Ullah et al., 2009b).  
2.3 Mecanismos de regulación de la transición G2/M 
La transición G2/M está sometida a distintos niveles de regulación, que implican 
una sucesión de eventos tales como la formación del heterodímero Cdk1/Ciclina B1 
(complejo CC); la fosforilación y defosforilación de las subunidades de dicho complejo; 
la regulación de la localización subcelular de cada proteína y sus reguladores, y la 
ausencia o inactivación de inhibidores de ciclo celular (Johnson y Kornbluth, 2012; 
Stark y Taylor, 2006). Dado que la regulación de la transición G2/M es un proceso 
crucial en la presente tesis, le dedicaremos una atención mayor que la prestada a la 
transición G1/S. 
2.3.1 Estructura de Cdk1 
El análisis de la estructura de Cdk1 es clave para comprender los mecanismos 
moleculares que regulan su función. Las proteínas de la familia Cdk guardan una gran 
homología a nivel de estructura primaria y secundaria, como se puede ver en la Figura 
5, que muestra un alineamiento de las secuencias de Cdk1, Cdk2, Cdk4, Cdk5 y Cdk6. 
A pesar de que la estructura de la proteína Cdk1 aún no se ha caracterizado mediante 
cristalización, se han llevado a cabo estudios de modelización en los que su estructura 
se compara con la del resto de Cdks previamente cristalizadas, demostrando que existe 




la estructura tridimensional de Cdk1 es muy similar a la estructura de la proteína Cdk2 
cristalizada (Madej et al., 2012; Zhang et al., 2011b). De hecho, la proteína Cdk1 
guarda un 64% de homología con Cdk2. Por ello se ha empleado la estructura de Cdk2 
para mostrar la estructura tridimensional de los dominios clave de Cdk1 (Figura 6). 
Las Cdks están organizadas en dos regiones: un dominio pequeño situado en la 
zona amino terminal (N- terminal), en el que se encuentra la región reguladora de la 
actividad (Figura 5, recuadro morado y Figura 6, dominio morado) y una región C-
terminal, donde se localiza el centro activo de la enzima (Figura 5, recuadro azul; Figura 
6, dominio azul). El sitio de unión a ATP se sitúa en el surco entre estos dos dominios, 
que contiene residuos catalíticos conservados en las distintas Cdks (ver flecha blanca en 
Figura 6). El centro activo está constituido por los aminoácidos Ile10, Glu12, Leu83, 
Lys130 y Asp146 (Figura 5, rectángulos naranjas) (Zhang et al., 2011b). Los sitios de 
fosforilación inhibitoria (la Thr14 y la Tyr15) (Figura 5, recuadros y asteriscos rojos) 
están situados en la hélice en la que se une el ATP. La fosforilación de dichos residuos 
dificulta la orientación del ATP inhibiendo por tanto su activación (Krek y Nigg, 1989). 
La familia CDK muestra dos características propias: i) la hélice PSTAIRE 
(Figura 5, recuadro marrón) situada en la región N-terminal de la proteína, que 
interacciona directamente con la Ciclina y provoca una reorganización de los residuos 
que interaccionan con el ATP y (ii) un bucle flexible (el bucle de activación o “T-loop”) 
(Figura 5, recuadro amarillo y Figura 6, bucle amarillo) que comienza en el lóbulo C-
terminal que bloquea la entrada del substrato al centro activo. En el bucle de activación 
se sitúa la Thr160, cuya fosforilación juega un papel clave en la activación de Cdk1 
(Figura 5, recuadro y asterisco verdes) (Zhang et al., 2011b). Cabe destacar la gran 
homología existente en las regiones características de la familia Cdk, como son las 
interfases de unión al substrato (Figura 5, rectángulos lila) y de unión a Ciclina (Figura 







Figura 5. Comparación de secuencias de las proteínas de la familia de las Cdks. Alineamiento de 
las secuencias de Cdk1, Cdk2, Cdk5 y Cdk6 de pollo. Para llevar a cabo el alineamiento se emplearon 
las secuencias de las proteínas Cdk1 de Gallus gallus (número de acceso: NP_990645.1), Cdk2 de 
Gallus gallus (número de acceso: NP_001186786.1), Cdk5 de Gallus gallus (número de acceso: 
NP_001129258.1), Cdk6 de Gallus gallus (número de acceso: NP_001007893.1) y Cdk4* de Mus 






2.3.2 Formación del complejo CC  
La interacción entre Cdk1 y Ciclina B se produce a través de una región de 150 
aminoácidos de esta última denominada “cyclin box” (Petri et al., 2007), aunque esta 
interacción también está regulada por otras regiones de la zona C-terminal de la Ciclina 
B (Kobayashi et al., 1992; Lees y Harlow, 1993). Durante la fase G2, Cdk1 se 
encuentra en forma monomérica e hipofosforilada mientras se va acumulando la Ciclina 
B. Cuando ambas alcanzan la concentración adecuada tiene lugar su interacción 
(Kobayashi et al., 1992). La interacción entre ambas proteínas causa un cambio 
conformacional en Cdk1 que permite la adecuada orientación de la molécula de ATP y 
del “T-loop” para que se aleje del sitio activo donde bloquea la unión al substrato 
(Figura 6), así como la exposición de la Thr160, de la Thr14 y de la Tyr15, para ser 
fosforiladas (De Bondt et al., 1993; Draetta, 1993; Marcote et al., 1993). La 
fosforilación de dichos residuos juega un papel clave en la regulación de la actividad de 
Cdk1. 
 
Figura 6. Estructura tridimensional de Cdk2 y Ciclina E. (A) Dado que la estructura de Cdk1 aún 
no se ha descrita por cristalización, se muestra la estructura tridimensional de Cdk2 cristalizada, con 
la que guarda una gran homología. (B) Cambio conformacional que se produce al formarse el 
complejo Ciclina E/Cdk2 (Madej et al., 2012). En morado se muestra el dominio N-terminal de Cdk2 
mientras que en azul se muestra el dominio C-terminal. El bucle de activación “T-loop” está 
representado en amarillo. El dominio N-terminal de la Ciclina E se muestra en marrón mientras que el 
C-terminal se representa en verde (Madej et al., 2012). La flecha señala una molécula de ATP con la 





2.3.3 Fosforilación activadora de Cdk1 
La unión de Cdk1 a Ciclina B es un requisito necesario pero no suficiente para 
que se produzca la activación del complejo enzimático. Este complejo alcanza su 
máxima actividad cuando se produce la fosforilación de la Thr160, situada en el “T-
loop”, mediante el complejo trimérico CAK (del inglés “Cdk activating kinase 
complex”) (Fesquet et al., 1993; Fisher y Morgan, 1994; Poon et al., 1993; Solomon et 
al., 1992). La fosforilación de Cdk1 en su Thr160 estabiliza la unión a Ciclina B 
(Larochelle et al., 2007). La Thr160 mantiene una interacción electrostática con los 
residuos Arg127, Tyr151, y Thr47. Cuando el complejo CAK fosforila a Cdk1 en la 
Thr160 se altera dicha interacción electrostática, lo que provoca un cambio 
conformacional que permite el correcto posicionamiento de los aminoácidos del centro 
activo implicados en la unión del ATP y la retirada del “T-loop” del centro activo, 
permitiendo así la entrada de substratos al mismo (Figuras 5-6) (De Bondt et al., 1993; 
Zhang et al., 2011b). 
 
 





2.3.4 Fosforilaciones inhibitorias de Cdk1 
La actividad de Cdk1 también está modulada mediante la fosforilación 
inhibitoria de los residuos Thr14 y Tyr15. Estas fosforilaciones son eventos transitorios 
cuya función es mantener estos complejos inactivos hasta que se complete la 
duplicación del ADN (Meijer et al., 1991) y se supere el umbral de concentración del 
complejo CC necesario para que se produzca la transición G2/M (Solomon et al., 1992). 
   
 
 
La fosforilación de Cdk1 en la Tyr15 está mediada por la proteína Wee1 (Gould 
y Nurse, 1989; Meijer et al., 1991; Parker et al., 1991), mientras que la fosforilación en 
la Thr14 está regulada por Myt1 (del inglés “Myelin transformation factor”) (Liu et al., 
1997) (Figura 7). La activación del complejo CC se completa cuando se produce la 
defosforilación de la Thr14 y la Tyr15 mediante la fosfatasa Cdc25 (Boutros et al., 
2006; Draetta y Eckstein, 1997). El complejo CC activado puede fosforilar a su vez a 
Cdc25, aumentando su actividad y fosforilar e inhibir a Myt1 y Wee1 promoviendo un 
bucle de activación que desencadena la mitosis (Perry y Kornbluth, 2007). A su vez, el 
complejo CC está sometido a un “feedback” negativo lento mediante el complejo APC, 
que fomenta su inactivación una vez completada la mitosis (Figura 8) (Min y Lindon, 
2012; Pines, 2011). También es necesario que no estén presentes o que estén inactivos 
 




los CKIs (Lees, 1995). Finalmente, la salida de mitosis requiere la degradación 
proteolítica de la Ciclina B mediante ubiquitinación (Murray et al., 1989; Pines, 2006; 
Potapova et al., 2006). 
2.3.5 Translocación núcleo/citoplasma del complejo CC 
A diferencia de los otros complejos Cdk/Ciclina, cuya localización es 
constitutivamente nuclear, la localización subcelular del complejo CC es crucial para el 
correcto funcionamiento de la mitosis debido a que desempeña diversas funciones, tanto 
en el citoplasma como en el núcleo. Algunos eventos citoplasmáticos en los que 
participa el complejo CC son: la reestructuración del citoesqueleto (Yamashiro et al., 
1991), la formación del huso mitótico (Murray y Kirschner, 1989), la inhibición de la 
fusión de los endosomas (Thomas et al., 1992; Tuomikoski et al., 1989), la nucleación 
de los centrosomas (Verde et al., 1992) y la activación del proteasoma para la 
degradación de las Ciclinas en Metafase (Luca et al., 1991). En el núcleo, el complejo 
CC está involucrado en procesos tales como la ruptura de la envoltura nuclear (Peter et 
al., 1990) y la condensación de los cromosomas (Santos et al., 2012b; Ubersax et al., 
2003). 
La coordinación de estos procesos se consigue mediante la regulación de la 
localización del complejo CC entre el núcleo y el citoplasma. Durante G2, el complejo 
CC se localiza preferentemente en el citoplasma debido a la unión de la Ciclina B con la 
exportina CRM1 (del inglés “Chromosomal region maintenance protein”) a través de su 
señal de retención citoplásmica (Pines y Hunter, 1994), lo que contrarresta su 
localización constitutiva en el núcleo mediada por la importina β (Hagting et al., 1998; 
Moore et al., 1999; Takizawa et al., 1999; Toyoshima et al., 1998; Yang et al., 1998). 
La activación del complejo CC ocurre en primer lugar en el citoplasma (Heald et al., 
1993), concretamente en los centrosomas (Jackman et al., 2003). En la profase tardía se 
produce la translocación rápida del complejo CC al núcleo. Tanto la translocación al 
núcleo del complejo CC, como el aumento de sus niveles de forma sigmoidea precipitan 
la entrada en mitosis (Borgne et al., 1999; De Souza et al., 2000; Gallant y Nigg, 1992; 
Gavet y Pines, 2010; Pines y Hunter, 1991; Toyoshima-Morimoto et al., 2001). La 
acumulación de dicho complejo en el núcleo se consigue mediante la fosforilación del 




kinase-1”), impidiendo que se produzca su unión a dicha exportina y, por tanto, su 
salida al citoplasma (Toyoshima-Morimoto et al., 2001; Yang et al., 1998).  
A su vez, las proteínas reguladoras del complejo CC se encuentran distribuidas 
en los distintos compartimentos subcelulares, lo que contribuye a la regulación estricta 
de la transición G2/M: Wee1 se localiza tanto en el núcleo (Gould y Nurse, 1989; 
Meijer et al., 1991; Parker et al., 1991) como en el citoplasma (Baldin y Ducommun, 
1995), mientras que Myt1 se localiza preferentemente en el retículo endoplasmático y 
en el aparato de Golgi (Liu et al., 1997). A su vez, existen tres variantes de Cdc25 en 
mamíferos cuya localización subcelular varía: Cdc25A, que se transloca continuamente 
del citoplasma al núcleo; Cdc25B, localizada en el citoplasma y encargada de activar a 
Cdk1 antes de que se inactive el sistema de exportación nuclear y Cdc25C, que se 
expresa en el núcleo (Boutros et al., 2006; Draetta y Eckstein, 1997). La coordinación 
de los distintos eventos de fosforilación/defosforilación que regulan la actividad del 
complejo CC, con su correcta localización subcelular garantiza el funcionamiento 
adecuado del ciclo celular.  
3. Variaciones del ciclo celular y poliploidía   
La ploidía se define como el número de series completas de cromosomas que 
una célula posee. Gran parte de las células somáticas que componen el cuerpo de un 
individuo son diploides, mientras que las células de la línea germinal son haploides. La 
ploidía se expresa mediante el valor N, que se define como el número de cromosomas 
de una célula haploide. La cantidad de ADN de una célula se expresa empleando el 
valor C, que se define como el contenido en valor absoluto de ADN de un gameto 
haploide. Por lo tanto, durante el ciclo celular canónico, el contenido de ADN en G1 es 
de 2C, mientras que en G2 es de 4C en tanto que el valor de ploidía permanece siempre 
como 2N (Figura 9). Aunque durante el ciclo celular canónico una célula se divide en 
dos células hijas con idéntico contenido de ADN, existen variaciones del ciclo celular 
que pueden dar lugar a células poliploides, es decir, células cuyo contenido de ADN es 





A pesar de que la poliploidía se ha asociado tradicionalmente con condiciones 
aberrantes o patológicas, está ampliamente extendida en todo el reino animal y vegetal. 
Este fenómeno puede afectar a una subpoblación celular o un tejido concreto 
(poliploidía somática). Cuando afecta a todas las células de un individuo y se transmite 
de generación en generación se denomina poliploidía germinal (Edgar y Orr-Weaver, 
2001; Fox y Duronio, 2013; Nordman y Orr-Weaver, 2012; Ullah et al., 2009a; 2009b). 
En todos los casos la poliploidía se asocia con un aumento del tamaño celular (Edgar y 
Orr-Weaver, 2001; Saucedo y Edgar, 2002; Sugimoto-Shirasu y Roberts, 2003; Ullah et 
al., 2009b). 
 3.1 Poliploidía germinal 
La poliploidía germinal se genera cuando se producen meiosis catastrófica, 
originando gametos con más de un set de cromosomas (Comai, 2005). Es una estrategia 
ampliamente utilizada por las plantas, fundamentalmente las Angiospermas, para 
aumentar su tamaño (Madlung y Wendel, 2013; Sugimoto-Shirasu y Roberts, 2003). De 
 





hecho, la selección de especies poliploides se ha empleado frecuentemente en 
agronomía para mejorar la producción y la resistencia de especies comestibles como la 
avena, el tomate y el maíz (Benzion et al., 1987; Evans, 1987).  
Asimismo, se han descrito numerosos ejemplos de especies animales que pueden 
presentar poliploidía germinal como algunos protozoos (Tetrahymena) (Li et al., 2006); 
una amplia variedad de peces (Leggatt e Iwama, 2003) y diversos anfibios, como 
Salamandra salamandra y Xenopus laevis (Szaro y Tompkins, 1987; Vernon y Butsch, 
1957). Al igual que en agronomía, también se han descrito diversos métodos para 
generar poliploidía germinal (Bungenberg de Jong, 1957), que se han empleado en los 
peces con el objetivo de mejorar su producción para el consumo humano (Leggatt e 
Iwama, 2003). 
Se pensaba que la poliploidía germinal era un hecho poco probable en 
mamíferos, ya que dificultaría el mecanismo de compensación que inactiva uno de los 
cromosomas X en las hembras y cualquier descompensación en el número de 
cromosomas podría ocasionar defectos en el desarrollo (Goto y Monk 1998). Los 
numerosos estudios destinados a generar embriones tetraploides de ratón han dado 
como resultado blastocistos quiméricos diploides/tetraploides de los cuales sólo son 
viables el 6% (Kawaguchi et al., 2009; Snow, 1975; 1976). Sin embargo, se han 
descrito dos especies de rata que presentan tetraploidía germinal de forma natural: 
Tympanoctomys barrerae y Pipanacoctomys aureus (Gallardo et al., 1999).  
Tal como hemos visto, la poliploidía no tiene por qué ser deletérea para los 
organismos. De hecho, se ha planteado que la poliploidía germinal puede tratarse de una 
estrategia de evolución de las especies debido a que genera un aumento de la plasticidad 
y de la diversidad génica que favorecerían el potencial adaptativo de los individuos 
poliploides y una mayor resistencia a mutaciones que pueden originar tumores (Comai, 
2005; Otto, 2007; Pennisi, 2001).  
 3.2 Poliploidía somática 
La poliploidía somática puede afectar a una subpoblación celular concreta o a 
determinados tejidos como ocurre en gasterópodos (Aplysia califórnica) (Lasek y 
Dower, 1971), nematodos (Flemming et al., 2000) y artrópodos (Drosophila 




elevada proporción de células poliploides como los trofoblastos gigantes de la placenta 
(Edgard y Orr-Weaver, 2001; Ullah et al., 2008; 2009b); los hepatocitos (Duncan, 2013; 
Gentric et al., 2012; Gupta, 2000); los cardiomiocitos (Engel et al., 2006), los 
megacariocitos (Vitrat et al., 1998), los queratinocitos (Zanet et al., 2010) y las células 
del músculo liso vascular (Nagata et al., 2005). Se han descrito casos en los que puede 
inducirse la poliploidía en respuesta al ambiente, como sucede en el gasterópodo Limax 
valentianis, cuyas neuronas endorreduplican en presencia de nutrientes (Yamagishi et 
al., 2011).  
Las ventajas de la poliploidía somática son: una mejor respuesta al estrés 
metabólico, una mayor resistencia a las mutaciones deletéreas que pueden dar lugar al 
cáncer y una menor sensibilidad a los estímulos apoptóticos (Biesterfeld et al., 1994; 
Chen et al., 2012; Edgard y Orr-Weaver, 2001; Ullah et al., 2009a; 2009b). 
 3.3 Mecanismos de generación de poliploidía somática 
La poliploidía somática se origina a través de diferentes mecanismos 
ampliamente regulados que se describen a continuación (Figura 10). 
3.3.1 Fusión celular 
La fusión celular es un proceso por el cual se fusionan las membranas celulares 
dando lugar a células multinucleadas (Plasmodios). A diferencia del resto de los 
mecanismos para generar poliploidía que se van a describir en este epígrafe, es 
independiente del ciclo celular. Este proceso tiene lugar en el desarrollo de los 
mioblastos y es necesario para la formación de fibras musculares en el proceso de 
regeneración muscular (Dimchev et al., 2013; Schiel et al., 2011; Vaz et al., 2012). 





3.3.2 Mitosis acitocinética  
La mitosis acitocinética consiste en la repetición de fases de síntesis y mitosis en 
ausencia de citocinesis, dando lugar a células multinucleadas (Sincitios). Un ejemplo 
claro de este fenómeno son los hepatocitos, que se vuelven poliploides como 
mecanismo de defensa a la toxicidad. En humanos, el 50% de los hepatocitos son 
poliploides (Duncan, 2013; Gentric et al., 2012; Gupta, 2000). La mitosis acitocinética 
también tiene lugar en los cardiomiocitos (Engel et al., 2006) (Figura 10).  
3.3.3 Endomitosis 
La definición original de endomitosis consiste en la reactivación del ciclo celular 
y su bloqueo antes de completar la mitosis, dando lugar a núcleos multilobulados. 
Existen distintas variantes de este fenómeno: la endomitosis “clásica”, en la que se 
produce el bloqueo en profase; la endomitosis-A, en la cual se produce la anafase y la 
C-mitosis en la cual se produce el bloqueo en Metafase, una vez condensados los 
cromosomas (Nagata et al., 2005; Ullah et al., 2009a). Este fenómeno es aprovechado 
por los megacariocitos, que necesitan un soma mayor para dar lugar a un gran número 
de plaquetas (Vitrat et al., 1998). Las rondas de endomitosis dan lugar a núcleos 
multilobulados con un contenido total de ADN de 32C pero donde cada lóbulo tiene un 
 




genoma diploide (Ullah et al., 2009b). Este fenómeno también ocurre durante el 
desarrollo de las células del músculo liso vascular (Nagata et al., 2005) (Figura 10). 
3.3.4 Endorreduplicación 
La endorreduplicación o endorreplicación consiste en la realización de rondas 
sucesivas de síntesis de ADN y fases G en ausencia de mitosis, lo que se traduce en el 
aumento de la cantidad de ADN, originándose células con núcleos gigantes (Edgar y 
Orr-Weaver, 2001; Nordman y Orr-Weaver; 2012; Ullah et al., 2009a; 2009b). El 
tamaño de una célula suele ser proporcional al contenido de ADN nuclear, por lo que la 
endoreduplicación es una estrategia ampliamente empleada en células que requieren un 
mayor tamaño o una mayor actividad metabólica (Edgard y Orr-Weaver, 2001; 
Sugimoto-Shirasu y Roberts, 2003). Este mecanismo tiene lugar en los trofoblastos 
gigantes de la placenta (Ullah et al., 2008) (Figura 10). 
3.3.4.1 Mecanismos de endoreduplicación 
El mecanismo de re-replicación asociado a la endorreduplicación no se conoce 
con exactitud. Sin embargo, se sabe que depende de la disminución de los niveles o 
actividad de Cdk/Ciclina después de completarse cada fase de síntesis, de las 
oscilaciones de los niveles de Ciclina E y Geminina, y de la localización de los 
complejos MCM (Edgar y Orr-Weaver, 2001; Fox y Duronio, 2013; Normand y Orr-
Weaver, 2012; Ullah et al., 2009). La existencia de fases G de los endociclos sugiere 
que la actividad Cdk debe bloquearse para que se produzca la unión del complejo 
preRC, al igual que sucede en el ciclo celular canónico (Edgard y Orr-Weaver, 2001; 
Fox y Duronio, 2013). Por ejemplo, si se inhibe la Cdk1 en las células madre de los 
trofoblastos de placenta mediante el inhibidor de Cdk1 RO3306, se induce la 
endorreduplicación de los mismos y la expresión de genes de trofoblastos gigantes de 
placenta ya que están programadas genéticamente para endorreduplicar. Si se bloquea la 
actividad Cdk1 en células madre derivadas de la masa celular interna de la placenta 
también se produce una endorreduplicación ectópica que desencadena la apoptosis de 





3.4 Poliploidía somática en neuronas 
 La existencia de poliploidía somática en neuronas funcionales de vertebrados 
inferiores es un fenómeno ampliamente extendido, como es el caso de las neuronas 
tetraploides de la especie Xenopus laevis (Szaro y Tompkins, 1987). Cabe destacar que 
las neuronas gigantes del gasterópodo Aplysia californica pueden alcanzar una cantidad 
de ADN comprendida entre 20.000 a 200.000C (Lasek y Dower, 1971). Innumerables 
registros electrofisiológicos han demostrado que dichas neuronas son plenamente 
funcionales (Smith et al., 1982). 
 A pesar de que la existencia de neuronas poliploides en vertebrados inferiores es 
un fenómeno conocido y aceptado, la poliploidía somática en neuronas de mamíferos 
siempre ha sido motivo de controversia. La visión clásica de la neurociencia indicaba 
que las neuronas eran células postmitóticas, con un contenido de ADN de 2C en su 
núcleo (Swift, 1953). Sin embargo, en 1968 Lowell W. Lapham sugirió que la mayoría 
de las células de Purkinje son tetraploides, desafiando esta visión (Lapham, 1968). A 
partir de este artículo surgió un debate sobre la existencia de neuronas con contenido 
doble de ADN en el sistema nervioso (Herman y Lapham 1968; 1969; Museridze et al., 
1975). Debido a la ausencia de un método fiable para la cuantificación del ADN en esa 
época, se consideró imposible llegar a una conclusión sobre el tema (Swartz y 
Bhatnagar, 1981).  
 El desarrollo de nuevas técnicas de análisis del contenido de ADN nuclear, tales 
como FISH (del inglés “Fluorescence in situ hybridization”), citometría de flujo, 
citometría estática y PCR (del inglés “Polymerase chain reaction”) cuantitativa han 
permitido confirmar la existencia de neuronas tetraploides en distintas regiones del 
sistema nervioso central (López-Sánchez et al., 2011; López-Sánchez y Frade, 2013). 
Se conoce que la reactivación del ciclo celular en neuronas diferenciadas puede 
ocasionar la muerte directa por apoptosis (Vermeulen et al., 2003a), pero se ha 
demostrado que, en algunos casos, este proceso se regula de forma que pueden 
sobrevivir como neuronas tetraploides (Morillo et al., 2010) y llegar a la fase adulta 
(López-Sánchez y Frade, 2013). Se ha descrito que el 10% de las neuronas corticales 
tienen una cantidad de ADN superior a 2C en humanos de las cuales un 2% son 




neuronas tetraploides en la retina (Morillo et al., 2010) y en el córtex (López-Sánchez y 
Frade, 2013). Asimismo, en el pollo se ha confirmado la existencia de neuronas 
tetraploides a lo largo sistema nervioso: en la retina (Morillo et al., 2010), en el techo 
óptico, en los ganglios de la raíz dorsal, en el cerebelo, en el telencéfalo y en la médula 
espinal (López-Sánchez et al., 2011). Recientemente se ha demostrado que las neuronas 
tetraploides del ratón expresan genes de respuesta al ambiente como Egr-1 (del inglés 
“Early growth response”) y fos (del inglés “FBJ murine Osteosarcoma oncogene”), lo 
que indica que son funcionalmente activas (López-Sánchez y Frade, 2013). En 
conclusión, la tetraploidía somática neuronal es un proceso regulado que se origina en el 
desarrollo y que se mantiene a lo largo de la vida adulta en distintas regiones del 
sistema nervioso central (López-Sánchez et al., 2011; López Sánchez y Frade, 2013; 
Morillo et al., 2010).  
 La tetraploidía somática en el sistema nervioso está asociada a neuronas de 
proyección de largo alcance (López-Sánchez et al., 2011; López-Sánchez y Frade, 2013; 
Morillo et al., 2010). De este modo, se ha demostrado que un elevado porcentaje de las 
neuronas tetraploides somáticas (60-85%) del córtex cerebral expresan CTIP2 (del 
inglés “CtBP-interacting protein”) (López-Sánchez y Frade, 2013), un factor de 
transcripción específico para las neuronas de proyección de largo alcance (Arlotta et al., 
2005). Por su parte, las CGRs tetraploides de retina innervan la lámina F del córtex del 
techo óptico (Morillo et al., 2010), una capa profunda de dicho tejido. Además, se ha 
demostrado que las neuronas tetraploides tienen árboles dendríticos y somas de mayor 
tamaño (Morillo et al., 2010) lo que sugiere que la tetraploidía somática podría 
participar en un programa de desarrollo para generar diversidad morfológica y funcional 
en neuronas de proyección del sistema nervioso (Morillo et al., 2010). Por otra parte, el 
tamaño de las neuronas tetraploides es superior al de las células diploides (Morillo et 
al., 2010), por lo que otra posibilidad es que las neuronas se hagan tetraploides con el 
objetivo de alcanzar el tamaño necesario para realizar una función concreta, al igual que 
ocurre en otros tipos celulares (Edgar y Orr-Weaver 2001; Ullah et al., 2009; Umen, 
2005).  
 En el caso concreto de la retina, se sabe que las células de mayor tamaño 
participan en el reconocimiento del movimiento y las pequeñas son responsables de la 




(Morillo et al., 2010), se asemejan a las células parasol en el primate (Jacoby et al., 
1996) y a las células α -Y del gato (Crook et al., 2008) que se caracterizan por procesar 
el movimiento y por su patrón de distribución específico. Por tanto, el control de la 
proporción de células grandes y pequeñas en la retina podría ser necesario para el 
correcto funcionamiento de la misma. En la zona central de la retina el un índice de 
apoptosis es mayor (Frade et al., 1997), lo que se puede asociar a la eliminación de 
neuronas tetraploides (Morillo et al., 2010). Esto sugiere que la apoptosis temprana de 
la retina podría servir para disminuir el porcentaje de células tetraploides en la retina 
central. 
4. Generación del sistema nervioso de los vertebrados 
El sistema nervioso de los vertebrados surge a partir del plegamiento de la placa 
neural cuyos bordes aumentan su tamaño y ascienden dando lugar a los pliegues 
neurales entre los que genera el surco neural (Figuras 11A-B). Los pliegues neurales se 
fusionan originando el tubo neural (Figuras 11C-D). Esta estructura es la precursora del 
cerebro, la médula espinal y los derivados de la cresta neural (Gilbert, 2005; Latasa et 
al., 2009). La región anterior del tubo se dilata para generar tres regiones diferenciadas: 
prosencéfalo o cerebro anterior, mesencéfalo o cerebro medio y rombencéfalo o cerebro 
posterior. El prosencéfalo se divide en telencéfalo y diencéfalo; el mesencéfalo no sufre 
ninguna división posterior y el rombencéfalo da lugar al metencéfalo y mielencéfalo 
(Gilbert, 2005). 
 4.1 Desarrollo del ojo y la retina de los vertebrados 
El ojo de los vertebrados se origina por la evaginación de las paredes laterales 
del prosencéfalo secundario (Rubenstein et al., 1998) que dan lugar a las vesículas 
ópticas (Figura 11F). El contacto entre la vesícula óptica en expansión y la superficie 
del ectodermo en la región de la placoda de la lente promueve inducciones cruzadas 
entre ambos tejidos. La vesícula óptica se invagina para formar la copa óptica, que a su 
vez contacta con el ectodermo (la placoda de la lente). La copa óptica contiene dos 
capas del neuroepitelio: la capa exterior dará lugar al epitelio pigmentario y la capa 
interior, a la retina neural (Figuras 11F-G). Por su parte, la lente se separa del ectodermo 




inicialmente por células neuroepiteliales con una elevada capacidad proliferativa cuya 
división asincrónica genera un neuroepitelio pseudoestratificado (Figura 12) (Frade et 
al., 1999; Gilbert, 2005; Lamb et al., 2007).  
Una característica de los precursores en este epitelio es que están sometidos al 
INM (del inglés “Interkinetic nuclear movement”) (Baye y Link, 2008; Frade, 2002; 
Sauer, 1935). Este fenómeno se basa en que los precursores, unidos a la membrana 
basal y entre sí en la zona apical del neuroepitelio mediante uniones estrechas, 
modifican la posición de sus núcleos adoptan a lo largo del eje apico-basal en función 
de la fase del ciclo en la que se encuentren. De esta forma, el núcleo se encuentra en 
fase G1 cuando descienden desde la zona apical y lleva a cabo la fase de síntesis en la 
 
Figura 11. Desarrollo del tubo neural y del ojo de los vertebrados (A) El tubo neural de los 
vertebrados se origina a partir de la placa neural, que se pliega al elevarse sus márgenes (flechas). (B) 
Plegamiento de la placa neural, cuyos bordes ascienden dando lugar a los pliegues neurales entre los 
que surge el surco neural. (C) Los pliegues neurales se aproximan (como indican las flechas) (D) 
hasta que se fusionan dando lugar al tubo neural (E). Las vesículas ópticas se generan y aproximan 
para contactar con el ectodermo. (F) La vesícula óptica se invagina de modo que el epitelio 
pigmentario (EP) prospectivo cubre la retina prospectiva. La placoda de la lente se origina a partir del 
ectodermo. (G) La placoda de la lente se transforma en la lente, que se separa del ectodermo, que a su 
vez da lugar a la córnea. La retina se inicia su diferenciación generando los axones del nervio óptico 





región basal. A medida que asciende de nuevo a la zona apical, entra en fase G2 y lleva 
a cabo la mitosis en la zona apical (Baye y Link, 2008; Frade, 2002; Sauer, 1935). Una 
vez allí, la célula puede diferenciarse como neurona, empezando a expresar genes 
proneurales (Latasa et al., 2009), o continuar en ciclo (Götz y Huttner,. 2005; Murciano 
et al., 2002) (Figura 12).  
 
 4.2 La retina como sistema modelo para análisis de procesos de 
 desarrollo 
La retina adulta está organizada en tres capas nucleares: la ONL (del inglés 
“Outer nuclear layer”), constituida por los cuerpos celulares de los conos y los bastones; 
la INL (del inglés “Inner nuclear layer”), por los cuerpos celulares de las células 
horizontales, bipolares, amacrinas y la glía de Müller, y la CCG. Además, contiene dos 
capas plexiformes: la capa plexiforme externa, que contiene fibras procedentes de los 
conos y bastones y de las células bipolares, así como de las fibras de las células 
horizontales, y la capa plexiforme interna, que contiene las conexiones establecidas 
entre las células bipolares y las CGRs así como fibras procedentes de las células 
amacrinas (Dyer y Cepko, 2001b) (Figura 13). Además, la retina está rodeada por el 










Figura 12. Esquema de un neuroepitelio pseudoestratificado como la retina en desarrollo. Se 
trata de un epitelio pseudoestratificado en el que los núcleos adoptan distintas posiciones en función 
de la fase del ciclo celular en la que se encuentren. Las neuronas inmaduras en proceso de migración a 






retina de pollo, la salida de ciclo de los precursores ocurre a partir de E2 (estadio de 
desarrollo) en el área dorsotemporal de la retina próxima al nervio óptico y se extiende 
progresivamente hasta la periferia, finalizando en E12 (Prada et al., 1991). La salida del 
ciclo de los precursores y su diferenciación a los distintos tipos celulares tiene lugar de 
forma gradual en un orden establecido en la retina de los vertebrados. Las primeras 
células en diferenciarse son las CGRs y los conos, seguidas de las amacrinas y las 
células horizontales, los bastones, las células bipolares y, por último, la glía de Müller 
(Dyer y Cepko, 2001b; Prada et al., 1991). El orden en el que los precursores salen del 
ciclo se mantiene a lo largo de todas las áreas de la retina (Prada et al., 1991).  
La retina de pollo es un modelo ideal para el análisis del desarrollo del sistema 
nervioso debido a su rápido desarrollo y al elevado número de células que lo componen, 
lo que permite llevar a cabo experimentos en cultivos primarios sin recurrir a líneas 
celulares, algo que sería inviable en el caso del ratón ya que el número de células de su 
retina es muy inferior. Además, la retina del pollo es un tejido que carece de vasos 
sanguíneos por lo que los cultivos de retina carecen de contaminación de tejidos no 
neurales. Por último, la retina está aislada del resto del sistema nervioso, lo que facilita 
su disección (Prada et al., 1991).  
Como sistema in vitro hemos empleado cultivos de retina de pollo E6 en 
condiciones neurogénicas dando lugar NRPDs (Neuronas de retina de pollo en proceso 
de diferenciación) (Frade et al., 1996a; 1996b; Frade, 2000; Morillo et al., 2010; 2012). 
Dichas células pueden reproducir las condiciones de diferenciación de las CGRs in vivo. 
De hecho, durante su diferenciación in vitro, estas células expresan marcadores de 
CGRs y E2F1, mientras que sólo una subpoblación expresa Rb, tal como ocurre in vivo. 
(Frade, 2000; Morillo et al., 2010; 2012). Además, las NRPDs pueden reactivar el ciclo 
celular en presencia de NGF vía p75NTR (Frade, 2000; Morillo et al., 2010) induciendo 






 4.3 Participación de las neurotrofinas en el desarrollo de la 
 retina 
La apoptosis o muerte celular programada es un proceso natural, que ocurre de 
manera controlada y que cumple funciones cruciales para el desarrollo embrionario, 
como la remodelación tisular o la eliminación de poblaciones transitorias en el embrión. 
En el desarrollo de la retina se pueden diferenciar tres etapas en las que ocurre este 
proceso. La muerte celular temprana tiene lugar durante los HH 16-18 (Estadio de 
Hamburger-Hamilton) (E2.5-4.5) y su función probable es generar espacio para alojar a 
los axones de las CGRs cuando acaben de diferenciarse (Frade et al., 1999). La segunda 
etapa tiene lugar durante E5-7, que coincide con la diferenciación de las CGRs, 
controlando el número de dichas neuronas. La muerte de las CGRs indiferenciadas está 
inducida por la unión de NGF a p75NTR, ocurre fundamentalmente en la zona central de 
la retina y se puede rescatar en presencia de BDNF (Frade et al., 1996c; 1997). BDNF 
también es capaz de inhibir la apoptosis promovida por NGF in vitro (Frade, 2000). La 
 




tercera etapa de muerte sucede durante E12-16, obteniendo su valor máximo en E14, en 
el que mueren el 20% de las CGRs. Esta fase representa la muerte asociada con la 
inervación del tejido diana en ausencia dependiente de soporte trófico (Frade et al., 
1999; Hughes y McLoon, 1979; Rager y Rager, 1978; Rodríguez-Tebar et al., 1989).  
Las neurotrofinas y sus receptores son cruciales para el desarrollo del sistema 
nervioso (Hallböök et al., 1995) y de la retina (Hallböök et al., 1996; von Bartheld, 
1998). En el caso de la retina, TrkB se expresa en este tejido en estadios tempranos de 
diferenciación, desde E4 (Frade et al., 1999). Su ligando, BDNF, es secretado por el 
epitelio pigmentario, desde donde difunde al resto de la retina, en la que lleva a cabo su 
función (Frade et al., 1999). NT-3 también es secretado por el epitelio participando en 
la diferenciación retiniana (Bovolenta et al., 1996). A su vez, NGF y proNGF se 
expresan en la retina y los macrófagos en estadios tempranos (Frade y Barde, 1998; 
Nykjaer et al., 2004). TrkA no se expresa en CGRs inmaduras, sino que lo hace en una 
etapa más tardía de su diferenciación, cuando las CGRs están ya laminadas (González-
Hoyuela et al., 2001). La mayoría de las CGRs en proceso de diferenciación expresan 
altos niveles de p75NTR por lo que este receptor puede emplearse como marcador de 
diferenciación de las CGRs nacientes (Frade y Barde 1999; López-Sánchez et al., 2011; 
Morillo et al., 2010). La expresión de p75NTR disminuye posteriormente a la llegada de 
la terminal axonal a su tejido diana (Yan et al., 1988). 
 4.4 Tetraploidización en la retina y neurotrofinas 
En la retina, un porcentaje de CGRs indiferenciadas adquieren condición 
tetraploide a medida que migran a lo largo neuroepitelio pseudoestratificado hacia la 
membrana basal. En la zona apical incorporan BrdU, convirtiéndose en tetraploides por 
duplicación del ADN. Este efecto está inducido por p75NTR ya que el empleo de 
anticuerpos bloqueantes contra p75NTR o NGF inhibe este proceso (Morillo et al., 2010). 
Durante su génesis, las neuronas tetraploides se caracterizan por expresar E2F1 y E2F4 
en ausencia de Rb (Morillo et al., 2010; 2012). El mecanismo empleado por p75NTR 
para inducir la re-entrada en ciclo depende de su capacidad para inducir la fosforilación 
del factor de transcripción E2F4 mediante p38MAPK (Morillo et al., 2012). En ausencia 
de BDNF, las CGRs en proceso de diferenciación incrementan la expresión de Ciclina 
B2 y llevan a cabo la transición G2/M, muriendo por apoptosis (Frade, 2000; Frade et 




B (Frade, 2000) (Figura 14). Sin embargo, el mecanismo empleado por BDNF para 
bloquear la transición G2/M es desconocido. En la zona central de la retina se observa 
una mayor proporción de muerte por apoptosis (Frade et al., 1997). La transición G2/M 
está estrictamente regulada en estas células probablemente para eliminar subpoblaciones 
específicas durante el desarrollo (Frade et al., 1997), tal como se ha indicado al final del 





Figura 14. Esquema del mecanismo de tetraploidización somática en las CGRs. Un porcentaje 
de las CGRs en proceso de diferenciación reactiva el ciclo celular y entra de nuevo en fase de 
síntesis (Fase S2). En presencia de BDNF, la CGR se mantiene en estado tipo G2 (tetraploide) pero 
en ausencia de dicha neurotrofina, la célula entra en mitosis seguida por apoptosis. Figura adaptada 
de López-Sánchez et al. (2011). Fase S1 indica la síntesis llevada a cabo por los precursores de la 
retina. 










El proceso de tetraploidización de las CGRs supone, en primer lugar, la 
reactivación del ciclo celular en neuronas en proceso de diferenciación y su migración a 
la región basal del neuroepitelio. Estas CGRs tetraploides necesitan la presencia de 
BDNF ya que de lo contrario mueren por apoptosis. Se sabe que este proceso está 
controlado por BDNF, que regula a la Ciclina B, pero se desconoce si también puede 
regular a Cdk1.  
Por otro lado, las neuronas que adquieren condición tetraploide se mantienen en tal 
estado impidiéndose nuevas rondas de endorreduplicación. Normalmente, este 
mecanismo genera células con elevados valores de ADN nuclear, pudiendo alcanzar 
valores de ADN de 200.000 C, como en el caso de la Aplysia californica (Lasek y 
Dower, 1971). La pregunta que surge es por qué en las CGRs tetraploides el proceso de 
endorreduplicación se detiene cuando estas neuronas tienen un contenido de ADN 4C 
(Morillo et al., 2010). El mecanismo que lo regula es también desconocido. 
Como objetivos globales pretendemos: 
1. Dilucidar si la regulación de Cdk1 participa en el mecanismo que mantiene 
a las neuronas tetraploides en un estado similar a G2. 
2. Determinar el mecanismo por el cual las CGRs tetraploides sólo llevan a 
cabo una ronda de endorreduplicación.  
Para ello, los objetivos concretos son: 
1. Determinar el patrón de expresión de TrkB en la retina del embrión de pollo. 
2. Verificar si Cdk1 se expresa en las CGRs.  
3. Analizar si BDNF modifica la expresión de Cdk1. 
4. Verificar si BDNF afecta a la actividad de Cdk1.  
5. Analizar el mecanismo o mecanismos responsables de regular la actividad de 
Cdk1.  
6. Determinar el patrón de expresión de p27Kip1 en la retina del embrión de pollo. 
7. Verificar si p27Kip1 está implicado en impedir que las CGRs tetraploides lleven a 
cabo rondas sucesivas de endorreduplicación. 

















Se emplearon embriones de pollo de la raza “White-Leghorn” de estadio de 
desarrollo E5-9, de acuerdo con la clasificación establecida por Hamburger y Hamilton 
(1951). Los huevos fecundados procedían de la Granja Santa Isabel (Córdoba) y se 
incubaron a 38,5º C en una atmósfera saturada de humedad.  
Anticuerpos primarios 
Los anticuerpos empleados se describen en la Tabla 1. En el párrafo siguiente se 
aporta información adicional de los mismos. 
El anticuerpo anti-Cdk1 A reconoce la secuencia de aminoácidos: Leu-Gly-Thr-
Pro-Asn-Asn-Glu-Val, localizada en las posiciones 220-227 de la región C-terminal de 
la proteína Cdk1 de Xenopus laevis (número de acceso: NP_001080554) (Nebreda et 
al., 1995). Esta secuencia es específica de Cdk1 (Poon et al., 1995) y está conservada 
funcionalmente en la proteína Cdk1 del pollo (Leu-Gly-Thr-Pro-Asn-Asn-Asp-Val; 
número de acceso: NP_990645). El anticuerpo anti-Cdk1 B reconoce la secuencia 
incluida entre los aminoácidos 224-230 de la proteína Cdk1 de origen humano (Asn-
Asn-Glu-Val-Trp-Pro-Glu; número de acceso: NP_001777), región funcionalmente 
conservada en la secuencia de Cdk1 del pollo (Asn-Asn-Asp-Val-Trp-Pro-Asp; número 
de acceso: NP_990645). El anticuerpo anti-Cdk1 C es específico de los aminoácidos 2-
30 de la proteína Cdk1 humana (Glu-Asp-Tyr-Thr-Lys-Ile-Glu-Lys-Ile-Gly-Glu-Gly-
Thr-Tyr-Gly-Val-Val-Tyr-Lys-Gly-Arg-His-Lys-Thr-Thr-Gly-Gln-Val-Val-Ala; 
número de acceso: NP_001777). Esta región está totalmente conservada en la proteína 
Cdk1del pollo (número de acceso: NP_990645). El anticuerpo anti-Cdk1 D reconoce el 
dominio PSTAIRE, presente tanto en Cdk1 como en Cdk2. El anticuerpo anti-pCdk1 
Tyr15 A reconoce la Tyr15 fosforilada de Cdk1 (pCdk1 Tyr15) del pez cebra, del pollo, 
del ratón y del humano. El anticuerpo anti-pCdk1 Tyr15 B también reconoce la Tyr15 
fosforilada de Cdk1. El anticuerpo anti-Rb A reconoce un epítopo contenido entre los 
aminoácidos 332-344 de la proteína Rb humana (número de acceso: NP_000312), 
totalmente conservada en Rb de pollo. El anticuerpo anti-Rb B reconoce un epítopo 
situado en la región circundante a la Ser780 de la proteína humana, una región 
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ampliamente conservada en el pollo. El anticuerpo anti-p75 A [9650], que reconoce la 
región extracelular de p75NTR, fue cedido por el Dr. Moses V. Chao (Universidad de 
Nueva York). El anticuerpo anti-p75 B fue cedido por el Dr. Alfredo Rodríguez Tébar 
(CABIMER). El anticuerpo anti-TrkB, que reconoce la región extracelular de TrkB, fue 
cedido por el Dr. Louis Reichardt (Universidad de California). El anticuerpo anti-G4, 
que reconoce predominantemente CGRs, fue cedido por el Dr. Enrique de la Rosa 
(Centro de Investigaciones Biológicas, CSIC). El anticuerpo anti-Tubulina βIII se 
empleó para reconocer las CGRs en estadios tempranos de diferenciación (Watanabe et 
al., 1991).  
 
Nombre Antígeno Origen Tipo Dilución-
Concentración 
Proveedor Número de 
Catálogo 
Anti-Cdk1 A Cdk1 Ratón Monoclonal ELISA: 4 μg/ml 
IHQ: 1/100              
IP: 3,75 μg/ml 
Abcam Ab18 
Anti-Cdk1 B Cdk1 Ratón Monoclonal ICQ: 1/1.000  
IHQ: 1/2.000  
Santa Cruz sc-54 
Anti-Cdk1 C Cdk1 Ratón Monoclonal IHQ: 1/100         
WB: 1/10.000  
Santa Cruz sc-8395 





Conejo Policlonal ELISA: 1,5 μg/ml            
IHQ: 1/100         






Conejo Policlonal WB: 1/5.000 Abnova PAB12614 
Anti-pH3 pH3 Conejo Policlonal ICQ: 1/1.000 




Anti-Rb A Rb Ratón Monoclonal IHQ: 1/400 BD Biosciences 
Pharmingen 
554316 
Anti-Rb B Rb Conejo Policlonal IHQ: 1/50 Abcam Ab39690 
Anti-pRb 
(Ser780) 
pRb               
(Ser780) 
Ratón Monoclonal Ensayo de 
actividad: 
1/1.000 
Cell Signalling 9307 
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Tabla 1: Listado de anticuerpos primarios utilizados.  
Anticuerpos secundarios 
Se emplearon los anticuerpos descritos en la Tabla 2. 
Nombre Antígeno Origen Tipo Dilución-
Concentración 
Proveedor Número de 
Catálogo 





Anti-p27 p27Kip1 Ratón Monoclonal ICQ: 1/100        





Anti-p75 A p75NTR Conejo Policlonal IHC: 1/1.000  Cedido por el 
Dr. Moses V 
Chao  
- 









Anti-β actina β actina Ratón Monoclonal WB: 1/20.000 Sigma A5316 
Anti-G4 G4 Conejo Policlonal IHC: 1/1.000   
ICQ: 1/500 
Cedido por el 
Dr. Enrique de 
la Rosa  
- 


















Tabla 2: Listado de anticuerpos primarios utilizados. 
Plásmidos 
  Los plásmidos de expresión de Cdk1 y de Ciclina B1 fueron proporcionados por 
el Dr. Gavin Brook (Universidad de Reading, UK) y han sido descritos por Bicknell et 
al. (2004). El vector que expresa una forma constitutivamente activa de Cdk1 fue 
cedido por la Dra. Ruth J. Muschel (Universidad de Oxford, UK). Este plásmido 
expresa una proteína Cdk1 donde la Tyr15 ha sido sustituida por una Phe (Cdk1 Phe15) 
y la proteína mutante está fusionada con EGFP (del inglés “Enhanced green 
fluorescence protein”) (Fletcher et al., 2002). El vector pIRES2-EGFP (Clontech) se 
utilizó como control negativo. 
Nombre Origen Antígeno Dilución Proveedor Número 
Catálogo 
Anti-IgG de ratón 
acoplada a Alexa 488 
Cabra IgG de ratón IHQ: 1/1.000 Life Technologies A11029 
Anti-IgG de ratón 
acoplada a Alexa 594 
Cabra IgG de ratón IHQ: 1/1.000 Life Technologies A11032 
Anti-IgG de ratón 
acoplada a HRP 
Cabra IgG de ratón WB: 1/500.000 Bio-Rad 170-6516 
Anti-IgG de conejo 
acoplada a cianina 2 
Cabra IgG de conejo     IHQ: 1/1.000 Jackson Inmuno 
Research 
115-225-003 
Anti-IgG de conejo 
acoplada a Alexa 594 
Cabra IgG de conejo     IHQ: 1/1.000 Life Technologies A11037 
Anti-IgG de conejo 
acoplada a Alexa 647 
Cabra IgG de conejo     IHQ: 1/1.000 Life Technologies A21245 
Anti-IgG de conejo 
acoplada a HRP A 
Cabra IgG de conejo WB: 1/1.600.000 Jackson Inmuno 
Research 
111-065-144 
Anti-IgG de conejo 
acoplada a HRP B 
Cabra IgG de conejo WB: 1/100.000 BioRad 172-1019 
 




Se generaron dos construcciones de ARNi que reconocen regiones diferentes del 
gen CDKN1B basados en el protocolo de interferencia descrito por Das et al. (2006). El 
interferente 1p27i se generó frente a la secuencia comprendida entre los pares de bases 
93 y 112 (GCCATGGAGGATTACACGAA, número de acceso: NM_204256.2). El 
interferente 2p27i se generó frente a la secuencia comprendida entre los pares de bases 
1043 y 1062 (GAGGAGGTTTCAGAAGACT). Una vez generados los ARNi, se 
clonaron en el vector pRFPRNAiC (Das et al., 2006). Como control negativo se empleó 
el vector pRFPRNAi luciferasa (RFPi) (Das et al., 2006). Todos los plásmidos co-
expresan la proteína RFP (del inglés “Red fluorescence protein”).  
Cultivos celulares 
 Fibroblastos embrionarios de pollo (CEFs) 
 Se emplearon embriones de pollo de estadio E9 decapitados, y posteriormente 
eviscerados. El tejido restante se disgregó mecánicamente y se tripsinizó durante 30 min 
a 37º C con una disolución de tripsina (Worthington) preparada en PBS (del inglés 
“Phosphate buffered saline”) al 0,25%. La tripsina se inactivó con FCS (del inglés 
“Fetal calf serum”) (Life Technologies) al 10%. El tejido se disgregó mecánicamente y 
se centrifugó a 300×g durante 10 min. Las células disgregadas se cultivaron en DMEM 
(del inglés “Dulbecco's modified eagle medium”)/10% FCS (Life Technologies) con 25 
U/ml de penicilina y 25 μg/ml de estreptomicina (Life Technologies). Los experimentos 
se llevaron a cabo en placas P100 (BD Falcon) cuando los CEFs alcanzaron un 25-30% 
de confluencia.  
NRPDs 
Como modelo in vitro se empleó un protocolo de diferenciación de precursores 
neuronales aislados de la retina de embriones de pollo E6 (Frade y Rodríguez-Tébar, 
2000). Los embriones se decapitaron, las retinas se disecaron, se separaron del epitelio 
pigmentario y se trataron con 0,5 mg/ml de Tripsina, preparada en PBS conteniendo 3 
mg/ml de BSA (del inglés “Bovine serum albumin”) (Sigma), durante 5 min a 37º C. La 
reacción se detuvo con inhibidor de Tripsina (Sigma) a 1 mg/ml, y el tejido se disgregó 
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mecánicamente pasándolo 5 veces a través de una pipeta Pasteur cuyo borde había sido 
pulido al fuego. Las células disociadas se resuspendieron en medio DMEM/F12 (Life 
Technologies) con suplemento N2 (0,1 mg/ml de Transferrina en PBS, (Sigma); 16 
µg/ml de Putrescina en PBS (Sigma); 5 µg/ml de Insulina (Sigma)en PBS con un 0,4% 
de HCl (Merck); 60 ng/ml de Progesterona (Sigma) en etanol al 70% (Merck); 52 ng/ml 
de Selenito sódico (Sigma) en PBS), y 50 ng/ml de Gentamicina (Sigma), y se 
cultivaron en placas P35 (5×105 células/placa) o P100 (8-10x106 células/placa), (BD 
Falcon) cubiertas con 500 μg/ml de PLO (Poli-(DL)-ornitina) (Sigma) y de 10 μg/ml 
laminina-1 (Life Technologies). En algunos casos, las células disociadas se cultivaron 
sobre portaobjetos circulares de 10 mm cubiertos con PLO y laminina-1, tal como se 
describe anteriormente, en placas de 4 pocillos (Greiner Bio-One, Alemania) a una 
densidad de 10.000-100.000 células/cm2. Los cultivos se mantuvieron durante 18-20 h a 
37º C en una atmósfera húmeda saturante con un 5% de CO2. Estos precursores 
neuronales se diferencian en presencia de laminina-1 e insulina (Frade et al., 1996a; 
1996b) cuando se cultivan en DMEM/F12 N2. El tratamiento de las células con NGF 
exógeno (100 ng/ml) induce la re-entrada en ciclo celular y la muerte por apoptosis de 
las neuronas inmaduras mediante p75NTR (Allington et al., 2001; Frade, 2000).  
Los cultivos se sometieron a una serie de tratamientos, tal como se describe a 
continuación. En algunos casos, los cultivos se trataron con NGF recombinante 
(Sigma/Alomone Labs) durante el tiempo de cultivo. El NGF se empleó a una 
concentración de 1 ng/ml, cuando se requirió que su efecto estuviese mediado 
específicamente por TrkA (Kaplan et al., 1991) o a 100 ng/ml como concentración 
saturante para p75NTR (Frade, 2000). El BDNF (Alomone Labs) fue empleado a 2 
ng/ml, una concentración específica de TrkB (Rodríguez-Tébar y Barde, 1988) durante 
todo el tiempo del cultivo o, alternativamente, durante 30 min. Los inhibidores K252a 
(Alomone Labs) y MK-1775 (Axon MedChem) se emplearon a una concentración de 
200 nM y de 300 nM, respectivamente. En ambos casos, se añadieron al medio de 
cultivo 10 min antes del tratamiento con BDNF (30 min). El nocodazol (Sigma) se 
empleó a una concentración de 0,4 μg/ml y el tratamiento duró 17 h. Tanto K252a, 
como MK-1775 y Nocodazol se disolvieron en dimetilsulfóxido, que también se empleó 
como vehículo en los experimentos control.  
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Enriquecimiento de CGRs 
El enriquecimiento de CGRs se llevó a cabo mediante una adaptación del 
protocolo descrito por De Curtis et al. (1991). Se disecaron 30 retinas de embrión de 
pollo E7 y se trataron durante 5 min con 0,5 mg/ml Tripsina en PBS conteniendo 3 
mg/ml de BSA. La reacción se detuvo añadiendo 1 mg/ml de inhibidor de tripsina y 
disgregando mecánicamente con una pipeta Pasteur cuya punta había sido pulida al 
fuego. La suspensión celular se diluyó con DMEM/F12 N2 hasta alcanzar 6,60 ml. 
Posteriormente, se generó un gradiente de Percoll (Sigma) en tubos de 15 ml (Falcon 
BD) depositando 1,12 ml de DMEM/F12 N2 mezclados con 1,70 ml de Percoll 
(densidad [d]=1,09) en el tubo seguidos de 1,80 ml de la suspensión celular en 
DMEM/F12 N2 mezclados con 1,44 ml de Percoll (d=1,06). Después se añadieron 2,40 
ml de la suspensión celular mezclados con 0,52 ml de Percoll (d=1,04) seguidos de 2,40 
ml de suspensión celular mezclada con 0,28 ml de Percoll (d=1,02). Finalmente, se 
depositaron 2,70 ml de DMEM/F12 N2. A continuación, se centrifugó la suspensión a 
351×g. durante 30 min a 4º C. Como consecuencia de la centrifugación se generaron 
dos bandas. La superior, enriquecida en CGRs, se aisló y las células contenidas en ella 
se lavaron con DMEM/F12 N2. Después de ser centrifugadas a 300×g durante 1 min, se 
resuspendieron en dicho medio. Las células se sembraron en placas de 4 pocillos, 
previamente recubiertas con PLO y laminina-1 tal como se describe previamente 
(20.000-200.000 células por cubreobjetos).  
PCR semicuantitativa  
Las NRPDs se cultivaron en presencia o ausencia de BDNF durante 4 h 
(500.000 células/placa P35). Su ARNm se extrajo y se purificó empleando el kit 
comercial “QuickPrep Micro mRNA purification kit” (GE Healthcare). Este ARNm se 
empleó para sintetizar ADN codificante (ADNc) empleando el kit “First-Strand cDNA 
synthesis kit” (GE Healthcare). Dicho ADNc se amplificó utilizando el protocolo 
estándar de PCR: un programa de desnaturalización a 95º C durante 30 s seguido de una 
fase de anillamiento a 60º C durante 30 s y de una fase de extensión de 1 min a 72º C. 
Los cebadores empleados para la amplificación de CDK1 se corresponden con la 
secuencia comprendida entre los pares de bases 93 y 112 
(GCCATGGAGGATTACACGAA, número de acceso: NM_205314) y con la secuencia 
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complementaria a la comprendida entre los pares de bases 540 y 559 
(ATTCCAAAGGCTCGAGCCAA). Los cebadores empleados para la amplificación de 
GAPDH (del inglés “Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase”) de pollo son: 
TGCTGGCATTGCACTGAATG, comprendida entre los pares de bases 944-963 y 
CAGTTTCTATCAGCCTCTCC, complementaria a la secuencia comprendida entre los 
pares de bases 1.219-1.238 (número de acceso: K01458). CDK1 se amplificó durante 
31-40 ciclos mientras que GAPDH se amplificó durante 22-31 ciclos. En estas 
condiciones, la amplificación fue lineal. En paralelo se llevaron a cabo controles 
negativos en los que no se incluyó la transcriptasa reversa, que no dieron lugar a ningún 
producto de amplificación.  
Inmunotinciones 
 Inmunohistoquímica (IHC) 
Los embriones se fijaron durante 8 h a 4º C en paraformadehído (Merck) al 4%, 
se crioprotegieron con sacarosa (Merck) al 30% durante toda la noche a 4º C y se 
congelaron en “Tissue Tek O.C.T.” (Sakura). Posteriormente, se realizaron secciones en 
un criostato Leica 1950 (12 µm), y se recogieron en portaobjetos recubiertos de TESPA 
(Sigma). Las criosecciones se permeabilizaron y bloquearon durante 30 min a 
temperatura ambiente en PBT (PBS con un 0,05% de Tritón [Sigma]) conteniendo un 
10% de FCS. Se incubaron durante 12 h a 4º C con el anticuerpo primario 
correspondiente en PBT con un 1% de FCS. Posteriormente, se lavaron 5 veces con 
PBT y un 1% de FCS y se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con los 
anticuerpos secundarios correspondientes en PBT con un 1% de FCS. Se lavaron 5 
veces más en condiciones idénticas a las anteriores y se tiñeron con Bisbencimida 
(Sigma a 1 µg/ml). Se montaron los portas con PBS-glicerol (1:1). Las preparaciones 
fueron analizadas en un sistema de microscopía confocal láser (Leica TS SP5). En 
paralelo se llevaron a cabo controles negativos en los que se emplearon los anticuerpos 
secundarios en ausencia del anticuerpo primario, en los que no se observó marcaje 
específico. 
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 Inmunocitoquímica (ICQ) 
Las células, cultivadas sobre cristales de 1 cm2, se fijaron con paraformaldehído 
al 4% durante 15 min. A continuación se siguió un protocolo de tinción similar al 
reseñado en el apartado anterior. Para el marcaje de G4, las células fueron teñidas sin 
fijar para sólo detectar aquéllas CGRs que se encontrasen en procesos tardíos de 
diferenciación. Para ello, las células fueron cultivadas sobre portaobjetos circulares, se 
lavaron 4 veces con tampón KRH (Tampón fisiológico salino Krebs-Ringer-HEPES) 
(compuesto por: 125 mM NaCl (Merck); 4,8 mM KCl (Merck); 1,3 mM CaCl2•2H2O 
(Merck); 1,2 mM MgSO4•7H2O (Merck); 1,2 mM KH2PO4 (Merck); 5,6 mM Glucosa 
(Merck) y 25 mM HEPES (del inglés “4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic 
acid”) (Sigma) a pH 7,3) previamente atemperado a 37º C. Las células se incubaron con 
el anticuerpo anti-G4 (a una dilución 1/400 en tampón KRH) durante 20 min. 
Posteriormente, se lavaron 4 veces con tampón KRH y se incubaron con el anticuerpo 
anti-IgG de conejo acoplada a cianina 2 (a una dilución 1/1.000 en tampón KRH). A 
continuación, las células se fijaron durante 15 min con 4% de paraformaldehído en PBS, 
y se llevó a cabo un doble marcaje empleando un protocolo similar al reseñado en el 
apartado de IHQ. En el caso de la lipofección de los cultivos, los núcleos se tiñeron con 
DAPI (del inglés “4',6-diamidino-2-phenylindole”) (Sigma) para facilitar la 
cuantificación del ADN.  
Inmunoprecipitación (IP) 
Los cultivos de NRPDs (8-10×106 células por placa P100) se lavaron con PBS 
frío y se lisaron incubando durante 30 min en hielo con 600-700 µl de tampón de 
extracción (50 mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl, 1% Tritón X-100), un 10% de 
inhibidor de proteasas (“complete mini EDTA free protease inhibitor cocktail”, Roche) 
y, en algunos casos, un 1% de inhibidor de fosfatasas (“phosphatase inhibitor cocktail 
2”, Sigma). Los extractos se recogieron con un “rubber policeman” y se tomaron 
alícuotas de 20 µl para analizar la cantidad de proteína mediante WB (del inglés 
“Western blot”) (“Input”). Los extractos celulares se centrifugaron a 13.000×g durante 
10 min y el sobrenadante se incubó con 10-12,5 µl de volumen efectivo de resina de 
afinidad durante 1 h en un agitador orbital. Las resinas de afinidad empleadas fueron las 
siguientes: Proteína A Sefarosa (GE Healthcare), Proteína A Agarosa (Invitrogen) y 
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Proteína G Sefarosa (GE Healthcare). A continuación, se centrifugó durante 1 min a 
máxima velocidad en una minifuga. El sobrenadante fue incubado con el anticuerpo 
correspondiente durante toda la noche a 4º C y se incubó de nuevo durante 1 h con 10 µl 
de volumen efectivo de resina de afinidad, que posteriormente se lavó 5 veces con 
tampón de lisis. Los extractos inmunoprecipitados se utilizaron para llevar a cabo el 
ensayo de actividad de Cdk1 o para WB (descritos en los siguientes apartados). En el 
caso del WB, las proteínas inmunoprecipitadas se separaron del tampón de lisis 
mediante centrifugación a máxima velocidad durante 1 min, se mezclaron con 12 µl de 
tampón Laemli 2X y se hirvieron durante 5 min. Posteriormente se centrifugaron a 
máxima velocidad durante 1 min previamente a su carga en el gel de acrilamida. En 
paralelo, se realizó un control en el que se inmunoprecipitó sólo tampón de lisis. 
WB 
Para la realización de WB se emplearon protocolos estándar. Los cultivos de 
NRPDs (5×105 células/placas P35) se incubaron durante 20 h y posteriormente se 
lavaron con PBS frío. Los extractos celulares se obtuvieron incubando los cultivos con 
150 µl de tampón de lisis (50 mM Tris HCl pH 8, 150 mM NaCl, 1% Tritón X-100) 
conteniendo un 10% de inhibidor de proteasas y, en algunos casos, un 1% de inhibidor 
de fosfatasas durante 30 min en hielo. Los extractos se recogieron con un “rubber 
policeman”, se pasaron 10 veces a través de una aguja hipodérmica 22 G y se hirvieron 
con tampón Laemli 2X durante 5 min. Los extractos se resolvieron gracias a geles de 
acrilamida (“30% Acrylamide/Bis solution, 37-5:1”, Bio-Rad) al 12%. A continuación, 
los geles se transfirieron mediante un sistema húmedo (Bio-Rad) a membranas “immun-
blot-PVDF” (Bio-Rad). Las membranas se bloquearon con un 2% de “blocking reagent” 
(GE Healthcare) en PBTw (PBS/0,1% Tween-20 [Sigma]) a temperatura ambiente 
durante 2 h y, posteriormente, se incubaron durante toda la noche a 4º C con el 
anticuerpo correspondiente diluido en leche desnatada en polvo al 5% en PBTw 
(Sigma). Las membranas se lavaron 4 veces en agitación con PBTw durante 15 min, se 
incubaron con el anticuerpo secundario disuelto en leche desnatada en polvo al 5% en 
PBTw a temperatura ambiente durante 1 h. Las membranas se lavaron 4 veces con 
PBTw y se revelaron mediante una incubación con ECL (del inglés “Enzymatic 
chemiluminescence”) durante 5 min (“ECL Advance GST WB Detection Kit” GE 
Healthcare). En el caso del WB de Cdk1, las membranas se sometieron a un “stripping” 
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para llevar a cabo un control de carga empleando los niveles de β-actina. Una vez 
reveladas, las membranas se lavaron 3 veces durante 30 min con PBTw y se incubaron 
durante 30 min a 50º C con una disolución compuesta por: 2 mM de 2-β 
mercaptoetanol, 2% de SDS (Dodecilsulfato sódico), y 62,5 mM Tris-HCl pH 6,7. A 
continuación, se lavaron 4 veces durante 15 min con PBTw y se sometieron de nuevo a 
un WB.  
Electroporación 
Se emplearon retinas de embriones de pollo E6 cortadas en pequeños fragmentos 
de 1 mm3 de promedio. Dichos fragmentos se depositaron en portaobjetos de cristal de 
10 mm2 y se cubrieron con 4 µl de PBS conteniendo el plásmido correspondiente en 
PBS a 1 µg/µl. La electroporación se llevó a cabo con el electroporador “TSS20 
Ovodyne Electroporator”, (INTRACEL) empleando 4 pulsos de 50 ms (25V) con una 
frecuencia de 500 ms. Los explantes electroporados se incubaron en suspensión en 
DMEM/F12 N2 durante 4 h, tras las cuales se disociaron y cultivaron como se explicó 
anteriormente. Posteriormente, se sometieron a una IHQ con anti-GFP para intensificar 
las células que expresaban EGFP. 
Lipofección 
Las células cultivadas en cubreobjetos circulares se transfirieron a placas de 24 
pocillos (Falcon BD), se lavaron con DMEM/F12 N2 sin gentamicina y incubaron en 
dicho medio. Por cada tratamiento se emplearon 3 µg de los plásmidos de interés 
diluidos en 50 µl de Optimem (Life Technologies). En paralelo, se incubaron 2 µl de 
Lipofectamina 2000 (Sigma) con 50 µl de Optimem durante 5 min. Trancurrido este 
tiempo, se mezcló la Lipofectamina 2000 con los plásmidos de interés y se incubaron 
durante 20 min a temperatura ambiente. Se añadieron 100 µl de esta mezcla a cada uno 
de los pocillos y se incubaron a 37º C. Las CGRs lipofectadas se trataron con 0,5 µg/ml 
de BrdU (Roche). Transcurridas 4-6 h, se cambió el medio por DMEM/F12 N2 
completo y BrdU a la misma concentración. A las 24 h de la lipofección, se llevó a cabo 
una ICQ o, en el caso de la tinción con G4, una ICQ in vivo para seguida de una ICQ en 
tejido fijado. 
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Ensayo de actividad de Cdk1 
Para medir la actividad de Cdk1 en extractos celulares de NRPDs, se empleó un 
protocolo basado en el ensayo enzimático descrito por Poon et al. (1995), que consiste 
en la IP de Cdk1 previamente a la realización del ensayo quinasa. Cdk1 fue 
inmunoprecipitada con el anticuerpo anti-Cdk1 A y la cuantificación de la actividad 
Cdk1 se realizó usando el kit “HTScan CDK1/CycB Kinase Assay Kit” (Cell Signaling 
Technology). En paralelo, se cuantificó la actividad Cdk total usando extractos celulares 
sin inmunoprecipitar. El método de cuantificación del kit mencionado se basa en la 
fosforilación de un péptido biotinilado de Rb (Ser780) susceptible de ser fosforilado por 
Cdk2, Cdk4 y Cdk6 (Suzuki et al., 2002). En ambos casos, se tomaron 25 μl del 
inmunoprecipitado o del extracto original después de concentrarlo 4 veces mediante 
filtros “Amicon Ultra 3K centrifugal” (Millipore). A continuación, se mezclaron con 25 
μl del “kinase assay buffer” (“HTScan CDK1/CycB Kinase Assay Kit”) y se incubaron 
a 30º C con 25 μl “2x ATP substrate cocktail”, que contiene el péptido biotinilado 
mencionado anteriormente. La reacción se detuvo con 50 μl de 50 mM EDTA pH 8.0 y 
las muestras se centrifugaron a 16.000×g durante 10 min. Los sobrenadantes se 
diluyeron en agua (1:3) y los triplicados (25 μl de cada uno) se incubaron durante 2 h en 
placas “Reacti-Bind Streptavidin Coated 96-Well Plates” (Pierce). Los pocillos se 
lavaron 3 veces con PBTw y se incubaron con anti-pRb (Ser780) en PBTw con 1% de 
BSA overnight a 4º C. A continuación, los pocillos se lavaron 3 veces con PBTw y se 
incubaron con el anticuerpo anti-IgG de conejo acoplado a HRP A (del inglés 
“Horseradish peroxidase”) diluido 1/5.000 en PBTw-1% BSA durante 2 h a temperatura 
ambiente. Por último, los pocillos se lavaron 3 veces con PBTw y se incubaron con 
ABTS (del inglés “ 2,2'-Azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulfonate (6)] diammonium 
salt”) (Roche) durante 15-30 min a temperatura ambiente. Se midió la intensidad de la 
señal empleando el espectrofotómetro Thermo Labsystems Multiskan Ascent 
Photometric (Labsystems Multiskan Ascent) a una longitud de onda de 405 nm. La 
actividad de Cdk1 de cada condición experimental se normalizó a los niveles de Cdk1 
medidos mediante WB de alícuotas de las muestras antes de inmunoprecipitar (“Input”). 




Para la realización del ELISA (del inglés “Enzyme-linked immunosorbent 
assay”) “Sandwich”, los cultivos de NRPDs (6,5x106 células/placa P100) se incubaron 
durante 30 min en hielo con 600 µl de tampón hipotónico (20 mM Tris-HCl pH 7,4; 10 
mM NaCl), las células se lisaron con un “rubber policeman” y se extrajeron empleando 
un homogeneizador tipo “potter” (Afora). Los lisados se centrifugaron a 16.000×g 
durante 10 min. Las placas de ELISA “BD 351177 Falcon Clear Polystyrene 96 Well 
Plate with Low-Evaporation Lid, 320 microliter Volume, U Bottom Shape” (BD 
Falcon) se trataron con 4 μg/ml de anticuerpo anti-Cdk1 A en PBS a 4º C durante toda 
la noche. Se lavaron los pocillos con PBS y se bloquearon con 250 μl de PBS con un 
3% de BSA durante 3 h a temperatura ambiente. Los pocillos se lavaron 2 veces con 
PBS y se incubaron durante al menos 4 h a temperatura ambiente con 50 μl de extracto 
celular. Posteriormente, los pocillos se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con el 
anticuerpo anti-pCdk1 Tyr15 A (1,5 μg/ml) o con una dilución 1/300 del anticuerpo 
anti-Cdk1 D en 50 μl de PBS/3% BSA a 4º C durante toda la noche. A continuación, los 
pocillos se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron durante 2 h con 50 μl del anticuerpo 
anti-IgG de conejo acoplada a HRP A a una dilución 1/5.000 en PBS/3% BSA. Después 
de lavar 4 veces con PBS, los pocillos se incubaron con 100 μl de ABTS y su intensidad 
se cuantificó mediante un espectrofotómetro “Thermo Labsystems Multiskan Ascent 
Photometric plate reader” a una longitud de onda de 405 nm. El empleo del anticuerpo 
anti-Cdk1 A para el recubrimiento de las placas confiere especificidad para Cdk1 a este 
ensayo. Los valores de pCdk1 Tyr15 obtenidos usando el anticuerpo anti-pCdk1 Tyr15 
A fueron normalizados con respecto a los valores totales obtenidos con el anticuerpo 
anti-Cdk1 D.  
Análisis de imagen  
La intensidad de las bandas de ADN correspondiente a las PCR cuantitativas se 
cuantificó substrayendo el background. El ratio CDK1/GAPDH se calculó empleando 4 
experimentos independientes. En paralelo, se llevaron a cabo controles negativos en los 
que no se incluyó la enzima transcriptasa reversa, que no dieron lugar a ningún producto 
de amplificación.  
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Los niveles de proteína obtenidos en los análisis por WB y el ratio Cdk1/β actina 
se calcularon empleando 4 experimentos independientes. 
Los niveles de p27Kip1 se cuantificaron en imágenes obtenidas por microscopía 
confocal (planos ecuatoriales) a partir de células transfectadas con ARNi control (RFPi) 
o 1p27i y 2p27i. En todos los casos se cuantificaron los niveles de un mínimo de 200 
células electroporadas.  
En todos los casos, las cuantificaciones fueron realizadas usando el software 
ImageJ (NIH). 
Citometría estática 
La cuantificación de los niveles de DAPI incorporados en las células 
lipofectadas con vectores de interferencia se llevó a cabo empleando imágenes 
obtenidas con un microscopio Nikon Eclipse E80i. El contenido de ADN relativo de 
dichas células se determinó mediante los valores de la integral de la fluorescencia de 
DAPI obtenidos mediante el programa ImageJ. Los valores de integral de la 
fluorescencia se normalizaron al valor medio de la integral de la fluorescencia del ARNi 
control (RFPi). Se emplearon al menos 88 células de cada tratamiento y los datos se 
analizaron mediante el test no paramétrico “prueba de los rangos con signo de 
Wilcoxon” después de ordenar de menor a mayor un número idéntico de datos (80-100) 
para cada tratamiento (n=2). 
Análisis de secuencia 
La comparación entre las secuencias de las proteínas de la familia Cdk se llevó a 
cabo empleando el programa MegAlign (Lasergene DNAstar). Las secuencias se 
alinearon utilizando el Método Clustal W. Para llevar a cabo el alineamiento se usaron 
las secuencias de las proteínas Cdk1 de Gallus gallus (número de acceso: 
NP_990645.1), Cdk2 de Gallus gallus (número de acceso: NP_001186786.1), Cdk5 de 
Gallus gallus (número de acceso: NP_001129258.1), Cdk6 de Gallus gallus (número de 
acceso: NP_001007893.1) y Cdk4 de Mus musculus (número de acceso: NP_034000.1) 
debido a que no se ha secuenciado esta proteína en Gallus gallus. 
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Para el análisis de la estructura terciaria de las proteínas se empleó el programa 
Cn3D 4.3 (NCBI).  
Contaje celular 
Las células se contaron empleando un microscopio Nikon Eclipse E80i con un 
objetivo 40 × con contraste de fase e iluminación epifluorescente. Se analizó un 
promedio de 100 a 400 células por cada punto experimental. Los núcleos mitóticos se 
identificaron morfológicamente (figuras mitóticas) mediante la tinción del ADN con 1 
μg/ml de bisbencimida o con la tinción de la Histona H3 fosforilada usando un anti-pH3 
(del inglés “Phosphorylated histone 3”) 1/1.000. Los niveles de apoptosis se 
cuantificaron usando criterios morfológicos, tras la tinción del núcleo con Bisb, como el 
porcentaje de células con núcleo picnótico. El resultado se muestra como la media ± 
sem (del inglés “Standard deviation of the mean”) de al menos 5 experimentos 
independientes.  
Análisis estadísticos 
Los datos cuantitativos se representaron como la media ± sem. Las diferencias 
estadísticas se analizaron mediante ANOVA, la prueba t de Student o la prueba de 







        
 
 





1. TrkB se expresa en una subpoblación de CGRs en proceso 
de diferenciación susceptible de convertirse en neuronas 
tetraploides. 
Para determinar el patrón de expresión de TrkB en la retina del embrión de pollo 
durante el periodo de tetraploidización de las CGRs (Morillo et al., 2010), se fijaron 
embriones de pollo E5-6 y se realizaron criosecciones dorso-ventrales conteniendo la 
retina central, sobre las que se llevaron a cabo inmunotinciones con el anticuerpo anti-
TrkB. Este análisis demostró que TrkB se expresa en una población de neuronas de la 
retina central que expresan Tubulina βIII, un marcador de CGRs en este estadio de                                      
desarrollo (Watanabe et al., 1991). Dichas neuronas están localizadas en la zona basal, 
próxima al cuerpo vítreo, donde reside la CCG prospectiva (Figura 15). Como cabría 
esperar, las células que expresan TrkB carecen de Rb, como las CGRs que reactivan el 
ciclo y se hacen tetraploides (Morillo et al., 2010). Cuando llevamos a cabo dobles 
marcajes con los anticuerpos anti-TrkB y anti-Rb A, observamos que la mayoría de las 
CGRs que expresan TrkB carecen de expresión de Rb (69/86 n=2 embriones) y que, 
aquéllas positivas para Rb, expresan niveles muy bajos en comparación con los 
precursores (ver punta de flecha amarilla en la Figura 16). Las CGRs que expresan 
TrkB están situadas en la CCG prospectiva, localizada en el neuroepitelio basal de la 
retina, o próximas a ésta, mostrando un patrón similar al de las mitosis ectópicas en las 
células CGRs (Morillo et al., 2010). Este hecho concuerda con la función observada de 
 
Figura 15. TrkB se expresa en una subpoblación de CGRs. Doble marcaje de secciones de retina 
de embrión de pollo E6 con los anticuerpos anti-TrkB (verde) y anti-Tubulina βIII (rojo). Los núcleos 
se tiñeron con bisbencimida (Bisb, azul). La punta de flecha muestra un ejemplo de una CGR 
(positiva para Tubulina βIII) que expresa TrkB. La flecha señala una célula TrkB positiva en el 
mesénquima. CCG: capa de células ganglionares; EP: epitelio pigmentario; v: cuerpo vítreo; Comb: 




BDNF en la prevención de la transición G2/M en las CGRs nacientes que reactivan el 
ciclo, que tiene lugar en la CCG (Morillo et al., 2010). 
 
p75NTR es un marcador de diferenciación de las CGRs nacientes (Frade y Barde 
1999; López-Sánchez et al., 2011; Morillo et al., 2010). Este receptor está presente en 
todas las CGRs en proceso de diferenciación y se ha demostrado que induce 
reactivación de ciclo en las CGRs que carecen de Rb (Morillo et al., 2010). Por ello, 
llevamos a cabo inmunotinciones contra p75NTR para determinar si las CGRs que 
expresan TrkB son susceptibles de convertirse en tetraploides. Observamos que todas 
las células TrkB positivas expresan p75NTR (104/104 células analizadas, n=2). (Figura 
 
Figura 16. TrkB se expresa en una subpoblación de CGRs que carecen de Rb. Doble marcaje de 
secciones de retina de embrión de pollo E6 con los anticuerpos anti-TrkB (verde) y anti-Rb A (rojo). 
Las células que expresan TrkB no expresan Rb, al igual que sucede con las CGRs que se convierten en 
tetraploides. La punta de flecha blanca muestra un ejemplo de una célula que expresa TrkB pero expresa 
niveles de Rb prácticamente despreciables en comparación con los precursores (como indica la punta de 
flecha amarilla). La flecha señala una célula TrkB positiva en el mesénquima. Los núcleos se tiñeron 
con bisbencimida (Bisb, azul). CCG: capa de células ganglionares; EP: epitelio pigmentario; v: cuerpo 
vítreo; Comb: Combinado de imágenes. Barra: 20 µm. 
 
Figura 17. TrkB se expresa en una subpoblación de CGRs que presentan p75NTR. Doble marcaje 
de secciones de retina de embrión de pollo E6 con los anticuerpos anti-TrkB (verde) y anti-p75 B 
(rojo). La punta de flecha blanca muestra un ejemplo de una célula doble positiva para TrkB y p75NTR. 
La flecha señala una célula TrkB positiva en el mesénquima. Los núcleos se tiñeron con bisbencimida 
(Bisb, azul). CCG: capa de células ganglionares; EP: epitelio pigmentario; v: cuerpo vítreo; Comb: 
Combinado de imágenes. Barra: 20 µm. 




17). Por tanto, podemos concluir que las células TrkB positivas expresan p75NTR y 
carecen de niveles apreciables de Rb, lo que indica que forman parte de una 
subpoblación de CGRs en proceso de tetraploidización.  
2. Cdk1 se expresa en las CGRs en proceso de 
diferenciación que llevan a cabo mitosis ectópicas in vivo.  
Dado que BDNF bloquea la transición G2/M en las células que han reactivado el 
ciclo (Morillo et al., 2010), partimos de la hipótesis de que BDNF estaba causando este 
efecto a través de la Cdk responsable de dicha transición, Cdk1. Para confirmar dicha 
hipótesis comenzamos analizando el patrón de expresión de Cdk1 en la retina mediante 
anticuerpos que reconocen distintas regiones de la misma, incluyendo anti-Cdk1 A y B 
(Figuras 18A, B) que reconocen epítopos localizados en su región C-terminal y anti-
  
Figura 18. Cdk1 se expresa preferentemente en el citoplasma de las CGRs. Marcaje de secciones 
de retina de embrión de pollo E6 con anticuerpos específicos para Cdk1 (rojo). (A) Marcaje con el 
anticuerpo anti-Cdk1 A, que reconoce la región C-terminal de Cdk1. (B) Marcaje con anti-Cdk1 B, 
que reconoce otro epítopo también situado en la región C-terminal de Cdk1 (C) Marcaje con anti-
Cdk1 C, que reconoce la región N-terminal de Cdk1. Los recuadros muestran amplificaciones de 
células que expresa Cdk1 en el núcleo marcadas con una punta de flecha y enmarcadas con líneas 
continuas. Los núcleos se tiñeron con bisbencimida (Bisb, azul). CCG: capa de células ganglionares; 





Cdk1 C, que reconoce una secuencia localizada en su región N-terminal (Figura 18C). 
El patrón de expresión de Cdk1 que hemos obtenido con los distintos anticuerpos es 
equivalente (Figuras 18A-C). Como cabría esperar, la localización de Cdk1 es 
preferentemente citoplásmica, ya que el complejo CC se localiza en el citoplasma 
durante G2 y migra al núcleo durante la Profase (Borgne et al., 1999; De Souza et al., 
2000; Toyoshima-Morimoto et al., 1998; Yang et al., 1998). En concordancia con este 
hecho, también observamos que Cdk1 se expresa en el núcleo de una pequeña parte de 
las células localizadas en la zona apical del neuroepitelio, donde se lleva a cabo la 
mitosis (Figuras 18A-C) (Baye y Link, 2008; Frade, 2002; Sauer, 1935). 
 
Para confirmar que las CGRs en proceso de diferenciación expresan Cdk1, 
realizamos dobles tinciones con p75NTR, como marcador temprano de CGRs en proceso 
de diferenciación. Observamos que Cdk1 co-localiza con p75NTR en un 10.82 ± 2.64% 
(n=4) de las células que expresan p75NTR (Figura 19), un porcentaje similar al de células 
que reactivan el ciclo y se hacen tetraploides (Morillo et al., 2010). Como cabría 
esperar, Cdk1 está presente tanto en las mitosis apicales (específicas de precursores), 
como demostramos con el marcador de mitosis pH3, como en las mitosis ectópicas 
localizadas en la región basal del neuroepitelio (Figura 20). Estas últimas tienen lugar 
en CGRs tetraploides que han entrado en mitosis (Morillo et al., 2010). También 
observamos que todas las células que expresan TrkB también expresan Cdk1 (98/98 
células analizadas n=2 embriones) (Figura 21). Este hecho concuerda con la hipótesis de 
que BDNF está bloqueando la transición G2/M por efecto de Cdk1.  
 
Figura 19. Cdk1 se expresa en células positivas para p75NTR. Doble marcaje de secciones de retina 
de embrión de pollo E6 con anti-p75 A (verde) y anti-Cdk1 B (rojo). Los núcleos se tiñeron con 
bisbencimida (Bisb, azul). La flecha señala una célula positiva para p75NTR y negativa para Cdk1, 
mientras que la punta de flecha señala un ejemplo de una célula positiva para p75NTR y Cdk1. Los 
recuadros muestran ampliaciones de las áreas enmarcadas. CCG: capa de células ganglionares; EP: 
epitelio pigmentario; v: cuerpo vítreo; Comb: Combinado de imágenes. Barra: 20 µm. 






3. BDNF disminuye el nivel de expresión de la proteína Cdk1 
en las CGRs, pero no afecta a los niveles de ARNm específico 
de Cdk1  
Para determinar si el bloqueo de la transición G2/M inducido por BDNF en 
neuronas tetraploides (Morillo et al., 2010) se debe a un descenso en los niveles de 
Cdk1, llevamos a cabo cultivos de retina de embrión de pollo E6 en condiciones 
neurogénicas, dando lugar a NRPDs. En estas condiciones se recapitula el proceso de 
diferenciación de CGRs in vivo (ver Introducción). No obstante, a pesar del gran 
parecido del sistema in vitro con la situación in vivo, la disociación de precursores causa 
 
Figura 21. Cdk1 co-localiza con TrkB en CGRs. Doble marcaje de secciones de retina de embrión 
de pollo E6 con los anticuerpos anti-TrkB (verde) y anti-Cdk1 B (rojo). La flecha señala una CGR 
que expresa Cdk1. Los núcleos se tiñeron con bisbencimida (Bisb, azul). Los recuadros muestran 
ampliaciones de las áreas enmarcadas. CCG: capa de células ganglionares; EP: epitelio pigmentario; 
v: cuerpo vítreo; Comb: Combinado de imágenes. Barra: 40 µm. 
 
 
Figura 20. Cdk1 se expresa en mitosis ectópicas. Doble marcaje de las secciones de retina de 
embrión de pollo E6 con los anticuerpos anti-pH3 (verde) y anti-Cdk1 B (rojo). Los núcleos se 
tiñeron con bisbencimida (Bisb, azul). La flecha señala un ejemplo de mitosis ectópica que expresa 
Cdk1. Los recuadros muestran ampliaciones de las áreas enmarcadas. CCG: capa de células 






la expresión TrkB en todos ellos (Figura 22) facilitando los análisis de señalización 
dependientes de TrkB. 
 
3.1 BDNF disminuye los niveles de proteína Cdk1 en las NRPDs 
Para analizar si BDNF puede inhibir la expresión de la proteína Cdk1, las 
NRPDs se cultivaron durante 20 h en presencia de NGF (100 ng/ml) y/o BDNF (2 
ng/ml) y sus extractos se analizaron mediante WB con el anticuerpo anti-Cdk1 C. La 
presencia de NGF (100 ng/ml) facilita la reactivación del ciclo celular (Frade, 2000). 
Este análisis demostró que BDNF provoca la disminución de los niveles de proteína 
Cdk1 en las NRPDs (Figuras 23A, B), reduciendo en un 40% los niveles de dicha 
  
 
Figura 22. TrkB se expresa de 
forma generalizada en NRPDs. 
Después de 20 h en cultivo in vitro, 
todas las NRPDs expresan TrkB 
(verde). Los núcleos se tiñeron con 





Figura 23. BDNF disminuye los 
niveles de la proteína Cdk1 en 
NRPDs. (A) Se cultivaron NRPDs 
durante 20 h en presencia de 
diferentes combinaciones de NGF 
(100 ng/ml) y BDNF (2 ng/ml). 
Los lisados de estas células se 
sometieron a WB con anti-Cdk1 C 
(panel superior) o anti-β-actina 
(panel inferior).  
(B) Representación de los niveles 
de Cdk1 normalizados a los 
niveles de β actina. *p<0,05 
(prueba t de Student; n=3). 
 




proteína respecto al control. La reducción parcial de Cdk1 en respuesta a BDNF sugiere 
que la parada de la transición G2/M inducida por esta neurotrofina en las NRPDs 
(Frade, 2000) debe utilizar también mecanismos complementarios. 
3.2 La disminución de niveles de Cdk1 provocada por BDNF en 
las NRPDs es un proceso generalizado 
Dado que BDNF disminuye los niveles de proteína Cdk1 en un 40%, este 
descenso podría explicarse debido a una bajada parcial generalizada de dicha proteína 
en todas las NRPDs o, alternativamente, a una inhibición total en una determinada 
población de NRPDs. Para verificar cuál de estas dos posibilidades es la correcta se 
llevó a cabo un análisis por ICQ con el anticuerpo anti-Cdk1 B en NRPDs tratadas con 
BDNF (2 ng/ml) o vehículo. Este estudio demostró que todas las células en cultivo son 
capaces de responder a BDNF, disminuyendo por igual sus niveles de Cdk1 después de 





Figura 24. Todas las NRPDs 
diferenciadas son capaces de 
responder al tratamiento 
con BDNF. Las NRPDs se 
cultivaron en presencia o 
ausencia de BDNF durante  
20 h. Posteriormente, se 
sometieron a una ICQ 
empleando el anticuerpo 
específico anti-Cdk1 B (rojo). 
Los núcleos se tiñeron con 
bisbencimida (Bisb, azul). 





3.3 BDNF no modifica los niveles de expresión del ARNm 
específico de CDK1 
Dado que hemos observado que BDNF disminuye los niveles de proteína Cdk1, 
nos planteamos si esta disminución se puede justificar por una disminución en los 
niveles de su ARNm. Con este fin, realizamos una extracción de ARNm a partir de 
NRPDs cultivadas durante 4 h, que empleamos para sintetizar ADNc. Este ADNc se 
amplificó con cebadores específicos para CDK1. Analizando los niveles de expresión de 
CDK1 en presencia o ausencia de BDNF (2 ng/ml) (Figura 25), observamos que los 
niveles de ARNm no se ven afectados por la presencia de BDNF, referidos a los niveles 
de GAPDH. Por lo tanto, podemos concluir que BDNF no modifica los niveles de 
ARNm de CDK1. 
 
4. BDNF disminuye la actividad específica de Cdk1 en NRPDs  
La disminución del 40% en los niveles de proteína Cdk1, inducida por BDNF, 
no explica per se la parada en G2/M. Por tanto, es probable que existan otros 
mecanismos adicionales que actúen sobre la actividad específica de Cdk1. Para verificar 
si BDNF es capaz de disminuir la función de Cdk1, se llevó a cabo un ensayo de 
actividad en extractos de NRPDs cultivadas durante 20 h en presencia de NGF (100 
ng/ml) y tratadas durante 30 min con BDNF (2 ng/ml) o vehículo. Para tal efecto 





Figura 25. BDNF no modifica los 
niveles de CDK1. Se llevaron a cabo 
análisis mediante RT-PCR 
semicuantitativa de muestras de 
ARNm obtenidas a partir de NRPDs 
tratadas con 2 ng/ml de BDNF o con 
vehículo (Control) durante 4 h. Los 
niveles de expresión de CDK1 se 
normalizaron a los niveles de GAPDH, 
que se empleó como control interno. 
N.S. No significativo; (prueba t de 
Student; n=3). 




recurrimos a un ensayo quinasa basado en la capacidad de Cdk1, Cdk2 y Cdk4 para 
fosforilar in vitro una secuencia peptídica de Rb (Suzuki et al., 2002). Para dotar de 
especificidad a dicho ensayo, inmunoprecipitamos Cdk1 con un anticuerpo específico 
de dicha quinasa (anti-Cdk1 A). La actividad quinasa se normalizó a los niveles de 
proteína Cdk1 presentes en alícuotas del extracto sin inmunoprecipitar (Figura 26, panel 
de la izquierda).  
 
Este análisis demostró que el tratamiento de las células con BDNF a 
concentraciones específicas para activar a TrkB (2 ng/ml) produce una disminución 
significativa de la actividad de Cdk1 (Figura 26, panel de la derecha). Sin embargo, 
cuando se emplearon los extractos originales conteniendo Cdk1, Cdk2 y Cdk4 
directamente para el ensayo de ELISA, observamos que la presencia de BDNF en el 
medio de cultivo no producía diferencias significativas en la actividad Cdk general 
(Figura 27). Este hecho demuestra que el efecto de BDNF es específico de Cdk1. En 
 
Figura 26. BDNF disminuye la actividad quinasa de Cdk1 en NRPDs. Los extractos obtenidos a 
partir de NRPDs cultivadas durante 20 h en presencia de 100 ng/ml de NGF y tratadas con 2 ng/ml de 
BDNF o vehículo durante 30 min se sometieron a IP con el anticuerpo anti-Cdk1 A. Los extractos 
inmunoprecipitados se emplearon para realizar el ensayo quinasa. El panel izquierdo representa un 
WB realizado con el anticuerpo anti-Cdk1 B empleando extractos celulares sin inmunoprecipitar 
(“Input”). En el panel de la derecha se representa la actividad quinasa específica de Cdk1 en NRPDs. 
Los valores de actividad obtenidos se refirieron a los niveles de proteína obtenidos mediante WB. 





conclusión, estos resultados confirman que BDNF no sólo afecta a los niveles de 
expresión de Cdk1 en las NRPDs, sino que también altera su actividad en estas células. 
 
5. Regulación post-traduccional de Cdk1 mediante BDNF.  
La disminución de la actividad de Cdk1 en NRPDs podría deberse a la 
disminución de expresión de Ciclina B2 cuando estas células son tratadas con BDNF 
(Frade, 2000). Sin embargo, no se puede descartar que la modificación post-
traduccional de Cdk1 esté involucrada también en la reducción de la actividad de Cdk1. 
Para demostrar esta hipótesis, se electroporaron fragmentos de retina de embrión de 
pollo E6 con vectores de expresión pIRES-EGFP que contenían Cdk1 y Ciclina B1. Las 
células se cultivaron durante 20 h en presencia de BDNF (2 ng/ml) y NGF (100 ng/ml). 
Dado que se conoce que la activación de Cdk1 ectópica en células que expresan Ciclina 
B1 causa un aumento del porcentaje de células en mitosis (Norbury et al., 1991), 
decidimos emplear el índice mitótico como medida indirecta de la actividad Cdk1. Este 
análisis demostró que NGF favorece la presencia de figuras mitóticas en las células 





Figura 27. BDNF no altera los niveles 
de actividad Cdk general en NRPDs. 
Para cuantificar la actividad Cdk 
general se emplearon extractos 
obtenidos a partir de NRPDs cultivadas 
durante 20 h en presencia de 100 ng/ml 
de NGF y tratadas con 2 ng/ml de 
BDNF o vehículo durante 30 min. Los 
extractos se sometieron a un ensayo 
quinasa in vitro. Se empleó la misma 
cantidad de células en ambos casos. 
 






Este resultado concuerda con datos previamente publicados en los que se 
demuestra que BDNF previene la mitosis en las NRPDs y su subsecuente muerte por 
apoptosis (Frade, 2000; Morillo et al., 2010). De hecho, el tratamiento con BDNF (2 
ng/ml) es capaz de inhibir la apoptosis dependiente de re-entrada en ciclo celular en 
estas células (Figura 29). En conjunto, estos resultados indican que BDNF puede 
modificar la actividad de Cdk1 independientemente de su capacidad para la modificar la 
expresión de Cdk1 y de Ciclina B1, ya que esta neurotrofina puede inducir la parada en 
la transición G2/M y prevenir muerte celular en NRPDs que expresan el complejo CC 
de manera exógena.  
 
 
Figura 28. BDNF disminuye la actividad de Cdk1 medida como el índice mitótico. Se 
electroporaron fragmentos de retina de pollo E6 con EGFP (-) o con Cdk1 y Ciclina B (CC). 
Posteriormente se procesaron para dar lugar a NRPDs, que se cultivaron durante 20 h en presencia de 
NGF (100 ng/ml) y/o BDNF (2 ng/ml). Posteriormente se realizó una IHQ con anti-GFP El porcentaje 
de mitosis se evaluó en células que expresan EGFP. En los paneles laterales se muestra un ejemplo de 
una figura mitótica con marcaje anti-pH3 (rojo) en células transfectadas con EGFP (verde), como 
señala la flecha. Los núcleos se tiñeron con bisbencimida (Bisb, azul) *p<0,05; ***p<0,005 (prueba t 






5.1 BDNF induce la fosforilación de Cdk1 en su Tyr15 provocando 
una inhibición de su actividad  
Para descifrar el mecanismo por el cual BDNF disminuye la actividad de Cdk1 
en NRPDs tratadas con NGF, nos basamos en un estudio previo que demostraba que la 
activación de TrkB por BDNF induce la fosforilación de Cdk5 en su Tyr15 (Cheung et 
al., 2007). A pesar de que Cdk5 no participa directamente en el ciclo celular, interviene 
en otros procesos que incluyen la migración neuronal, la apoptosis, el transporte en 
membranas de señalización dopaminérgica y la regulación de la estructura del sistema 
nervioso central y del citoesqueleto (Kawauchi et al., 2013; Nebreda, 2006; Zhang et 
al., 2007). La región N-terminal de Cdk5 está conservada con la de Cdk1, de modo que 
la Tyr15 se mantiene en ambas quinasas (Figura 5) (Zhang et al., 2011b). No obstante, 
la fosforilación de la Tyr15 en Cdk5 es activadora, mientras que la fosforilación del 
 
 
Figura 29. BDNF inhibe la muerte por apoptosis en NRPDs subsiguiente a la mitosis. Se 
electroporaron fragmentos de retina de pollo E6 con EGFP (-) o con Cdk1/Ciclina B (CC). 
Posteriormente, se procesaron para dar lugar a NRPDs, que se cultivaron durante 20 h en presencia de 
NGF (100 ng/ml) y/o BDNF (2 ng/ml). Posteriormente, se realizó una IHQ con anti-GFP. El 
porcentaje de núcleos picnóticos se evaluó en células que expresan GFP. En los paneles laterales se 
muestra un ejemplo de un núcleo picnótico en células transfectadas con GFP, como señala la flecha. 
Los núcleos se tiñeron con bisbencimida (Bisb, azul). Comb: Combinado de imágenes. *p<0,05 
(prueba t de Student; n=4). Barra: 10 μm.  
 




residuo equivalente en Cdk1 es inhibitoria, previniendo la transición G2/M (Norbury et 
al., 1991). Por lo tanto, postulamos que BDNF a través de TrkB, podría inducir la 
fosforilación de la Tyr15 de Cdk1, inhibiendo su actividad y causando la parada de la 
transición G2/M en las NRPDs tratadas con NGF (Figura 30). 
 
Para verificar esta hipótesis no pudimos realizar WB empleando los anticuerpos 
anti-pCdk1 Tyr15 dado que la Tyr15 se encuentra en la región reguladora de Cdk1, 
cuya secuencia está conservada en Cdk2, lo que impide detectar específicamente a 
pCdk1 Tyr15 (Figura 5) (Zhang et al., 2011b). Por ello, decidimos llevar a cabo 
experimentos de IP usando extractos de NRPDs tratados con NGF (100 ng/ml) y BDNF 
(2 ng/ml) o vehículo, empleando un anticuerpo que reconoce de manera específica a 
Cdk1 (anti-Cdk1 A), seguido de WB con anti-pCdk1 Tyr15 A. Al realizar una IP 
control con tampón de lisis, las resinas de afinidad de distintas casas comerciales 
[Proteína A Sefarosa (GE Healthcare), Proteína A Agarosa (Invitrogen), Proteína G 
Sefarosa (GE Healthcare)] (Figura 31, carriles 2, 3 y 4 respectivamente) presentaban 
 
 
Figura 30. Posible fosforilación de Cdk1 inducida por TrkB. TrkB induce la fosforilación de Cdk5 






todas ellas impurezas que podían ser reconocidas por el anticuerpo anti-pCdk1 Tyr15 A, 
dando lugar a bandas contaminantes en el WB. El empleo de un anticuerpo anti-pCdk1 
Tyr15 alternativo (anti-pCdk1 Tyr15 B) (Figura 31C) o de un anticuerpo secundario de 
una casa comercial diferente (Figura 31D) no promovió la desaparición de las bandas 
contaminantes. Por esta razón, decidimos utilizar un método alternativo a la IP para 
detectar pCdk1 Y15.     
 
 
Figura 31. Los anticuerpos anti-pCdk1 Tyr15 A y B interaccionan con las Proteínas A/G 
Sefarosa. Se llevó a cabo un WB de los extractos celulares de NRPDs cultivados en presencia de 100 
ng/ml de NGF durante 20 h y tratados con 2 ng/ml de BDNF durante 30 min (Carril 1) o de 
inmunoprecipitaciones control del tampón de lisis con Proteína A Sefarosa (GE Healthcare) (Carril 2), 
Proteína A Agarosa (Invitrogen) (Carril 3), Proteína G Sefarosa (GE Healthcare) (Carril 4). (A) WB 
realizado con el anticuerpo anti-pCdk1 Tyr15 B a una dilución 1/5.000, revelado con el anticuerpo 
anti-IgG de conejo conjugada a HRP A a una dilución 1/1.600.000 y con una exposición de 10 min. 
(B) WB realizado en las mismas condiciones que (A), pero con una exposición de 30 s. La banda 
correspondiente a pCdk1 Tyr15 sólo se observa en la exposición de 10 min (como indica la flecha). 
(C) WB realizado con el anticuerpo anti-pCdk1 Tyr15 A a una dilución 1/2.000 y revelado con el 
anticuerpo anti-IgG de conejo conjugada a HRP A a dilución 1/1.600.000 con una exposición de 30 s. 
(D) WB realizado en las mismas condiciones que (C), pero revelado empleando una dilución 
1/100.000 Anti-IgG de conejo conjugada a HRP B, con una exposición de 30 s. 





 Debido a los problemas descritos anteriormente, decidimos emplear un ensayo 
ELISA “Sandwich” específico de Cdk1 para confirmar si se produce fosforilación de 
Cdk1 en su Tyr15 en respuesta a BDNF. Se confirió especifidad para Cdk1 a dicho 
ensayo al adsorber al plástico de los pocillos de la placa el anticuerpo anti-Cdk1 A, que 
reconoce específicamente la región C-terminal de Cdk1. A su vez, la Tyr15 fue 
detectada con el anticuerpo anti-pCdk1 Tyr15 A. Como control para normalizar los 
niveles de Cdk1 unidos a anti-Cdk1 A, se empleó el anti-Cdk1 D, que reconoce el 
dominio PSTAIRE de dicha proteína. Los ensayos ELISA “Sandwich” se llevaron a 
cabo empleando extractos celulares derivados de NRPDs cultivadas durante 20 h en 
presencia de NGF a 100 ng/ml o 1 ng/ml y con un tratamiento de BDNF durante 30 min 
previamente a la lisis. Este ensayo puede detectar específicamente una proteína 
quimérica Cdk1-GST, comparada con el péptido GST (del inglés “Glutathionine S-
transferase”) (Santos et al., 2012a) como control negativo (Figura 32).  
 
El ensayo también puede detectar específicamente Cdk1 fosforilado en la Tyr15 
ya que la señal se redujo significativamente cuando los extractos de NRPDs tratados 
con NGF (100 ng/ml) y BDNF (2 ng/ml) fueron incubados con fosfatasa alcalina 
(Figura 33).  
 
Figura 32. Validación del ELISA 
“Sandwich” para la detección de 
Cdk1. El ensayo se llevó a cabo 
empleando 10 fentogramos (fg) de GST 
o de una proteína quimérica que 
contiene la secuencia de la proteína 
Cdk1. Las placas se recubrieron con el 
anticuerpo anti-Cdk1 A, específico para 
dicha proteína y se revelaron con el 
anticuerpo anti-Cdk1 D. La gráfica 
representa el valor de la absorbancia 
normalizada a 405 nm. ***p<0,005 






5.1.1 BDNF induce la fosforilación de Cdk1 en su Tyr15  
El ensayo de ELISA demostró que los niveles de pCdk1 Tyr15 aumentan 
significativamente en cultivos de NRPDs tratadas con NGF (100 ng/ml) y BDNF (2 
ng/ml) (Figura 34), explicando la capacidad de BDNF para bloquear la transición de 
G2/M en las NRPDs tratadas con NGF. Dicha fosforilación requiere la participación de 
BDNF y NGF ya que no tiene lugar en el tratamiento con BDNF (Figura 34).  
  5.1.2 TrkA no está involucrada en la fosforilación de Cdk1 en su 
Tyr15 
Dado que la fosforilación de Cdk1 en su Tyr15 requiere la participación tanto de 
NGF como de BDNF, quisimos dilucidar si TrkA está involucrado en este proceso. 
Aunque NGF puede inducir señalización a través de TrkA a 1 ng/ml (Kaplan et al., 
1991), esta concentración es inferior a la necesaria para provocar la re-entrada en ciclo 
dependiente de p75NTR en NRPDs (Frade, 2000). Cabe destacar que el tratamiento con 




Figura 33. Validación del 
ELISA “Sandwich” para la 
detección de pCdk1 Y15. El 
ensayo se llevó a cabo empleando 
extractos de NRPDs cultivadas 
durante 20 h en presencia de 100 
ng/ml de NGF y tratados durante 
30 min con 2 ng/ml de BDNF, 
incubados en presencia o ausencia 
de fosfatasa alcalina (CIAP, del 
inglés “Calf intestinal alkaline 
phosphatase”). Las placas se 
recubrieron con el anticuerpo anti-
Cdk1 A, específico para dicha 
proteína y el ELISA fue revelado 
empleando el anticuerpo anti-
pCdk1 Tyr15 A. La gráfica 
representa el valor de la 
absorbancia normalizada a 405 
nm. *p<0,05 (prueba t de Student; 
n=3). 




tanto, este hecho sugiere que la fosforilación de la Tyr15 de Cdk1 requiere la 
reactivación del ciclo celular a través de p75NTR.  
 
5.1.2 BDNF induce la fosforilación de la Tyr15 por un mecanismo 
independiente de Wee1 
En las células proliferantes, la quinasa Wee1 es la responsable de la fosforilación 
de la Tyr15 de Cdk1 durante G2 (Parker y Piwnica-Worms, 1992). Para determinar si 
dicha proteína está involucrada en la fosforilación de la Tyr15 inducida por BDNF, 
empleamos el inhibidor MK-1775 selectivo para Wee1 (Hirai et al., 2009). Este análisis 
demostró que la fosforilación de Cdk1 en NRPDs es independiente de Wee1 ya que el 
tratamiento con MK-1775 fue incapaz de bloquear significativamente dicha 
fosforilación (Figura 35). En cambio, el tratamiento de CEFs con MK-1775 indujo un 
claro descenso en los niveles de pCdk1 Tyr15 (80% respecto al control) (Figura 36). 
Estos resultados demuestran que la inhibición de Wee1 impide la fosforilación de la 
 
 
Figura 34. BDNF induce la fosforilación de Cdk1 en su Tyr15 por un mecanismo independiente 
de TrkA. Los lisados obtenidos a partir de NRPDs cultivadas en presencia o en ausencia de NGF (1 ó 
100 ng/ml) durante 20 h y tratados con BDNF o vehículo durante 30 min fueron empleados para 
llevar a cabo un ensayo ELISA“Sandwich” utilizando los anticuerpos anti-pCdk1 Tyr15 A y anti-
Cdk1 D. Los valores de absorbancia de pCdk1 Tyr15 se normalizaron a los valores totales de proteína 





Tyr15 de Cdk1 en células proliferantes, pero es incapaz de bloquear la fosforilación de 






Figura 35. La fosforilación de Cdk1 en Tyr15 inducida por BDNF es independiente de Wee1. Los 
lisados obtenidos a partir de NRPDs cultivadas en presencia de NGF (100 ng/ml) durante 20 h y 
tratados con diferentes combinaciones de MK-1775 (300 nM, 40 min) y BDNF (2 ng/ml, 30 min) 
fueron usados para llevar a cabo un ensayo ELISA “Sandwich” empleando los anticuerpos que detectan 
a Cdk1 fosforilada en la Tyr15 (anti-pCdk1 Tyr15 A) y la proteína Cdk1 total (anti-Cdk1 D). Los 
valores de absorbancia de pCdk1 Tyr15 se normalizaron a los valores totales de proteína Cdk1. 
***p<0,005 (prueba t de Student; n=3). #p<0,05 (NGF/BDNF/MK-1775 frente a NGF/MK-1775; 
prueba t de Student; n=3). 
 
Figura 36. MK-1775 inhibe la fosforilación 
de la Tyr15 mediada por Wee1 en CEFs. 
Los lisados obtenidos a partir de CEFs 
cultivados durante 20 h en presencia o en 
ausencia de 300 nM de MK-1775 fueron 
usados para llevar a cabo un ELISA 
“Sandwich” empleando los anticuerpos anti-
pCdk1 Tyr15 A y anti-Cdk1 D. Los valores de 
absorbancia de pCdk1 Tyr15 se normalizaron 
a los valores totales de proteína Cdk1. 
***p<0,005 (prueba t de Student; n=3). 
 




5.1.3 BDNF induce la fosforilación de la Tyr15 por un mecanismo 
dependiente de TrkB 
Para comprobar si la fosforilación de Cdk1 está regulada específicamente por 
TrkB, tratamos los cultivos de NRPDs con K252a, un inhibidor de proteínas quinasas 
usado habitualmente para demostrar la participación de receptores Trk en experimentos 
donde las células son tratadas con neurotrofinas (Tapley et al., 1992). El tratamiento con 
K252a en cultivos de NRPDs mantenidas en presencia de NGF (100 ng/ml) y BDNF (2 
ng/ml) bloqueó la fosforilación en la Tyr15 de Cdk1 (Figura 37) indicando la 
participación de TrkB en dicha fosforilación.  
6. El efecto de BDNF sobre la actividad de Cdk1 depende 
exclusivamente de su fosforilación en su Tyr15  
Para demostrar que el mecanismo empleado por BDNF para bloquear la 
transición G2/M es dependiente de la fosforilación de Cdk1 en la Tyr15, llevamos a 
cabo electroporaciones con Ciclina B1 y Cdk1 Phe15, una forma mutante de Cdk1 
constitutivamente activa (Fletcher et al., 2002) en fragmentos de retina. Las células de 




Figura 37. La fosforilación de 
la Tyr15 de Cdk1 inducida por 
BDNF depende de TrkB. Los 
lisados obtenidos a partir de 
NRPDs cultivadas en presencia 
de NGF (100 ng/ml) durante 20 h 
y tratadas con diferentes 
combinaciones de K252a (200 
nM, 40 min) y BDNF (2 ng/ml, 
30 min) fueron usados para llevar 
a cabo un ensayo ELISA 
“Sandwich” empleando los 
anticuerpos anti-pCdk1 Tyr15 A 
y anti-Cdk1 D. Los valores de 
absorbancia de pCdk1 Tyr15 se 
normalizaron a los valores totales 
de proteína Cdk1. *p<0,05 





neurogénicas para generar NRPDs y se trataron con NGF (100 ng/ml) y/o BDNF (2 
ng/ml). Estos experimentos se llevaron a cabo en condiciones similares a las mostradas 
en la Figura 28 de modo que se midió la actividad de Cdk1 por el porcentaje de mitosis. 
El porcentaje de mitosis detectado era muy pequeño (< 1%) sugiriendo que la presencia 
de la forma de Cdk1 constitutivamente activa podría acelerar el proceso mitótico. Este 
hecho se confirmó tratando las NRPDs durante 17 h con nocodazol (0,4 µg/ml), un 
inhibidor de la polimerización de tubulina usado para bloquear las células proliferantes 
en mitosis (Figura 38). Este tratamiento provocó un aumento en el porcentaje de mitosis 
hasta un ~10%, confirmando que la sobreexpresión de Cdk1 Phe15 acelera la re-entrada 
en mitosis. La presencia de la mutación Phe15 anula el efecto inhibidor de BDNF sobre 
la prevención de la apoptosis dependiente del complejo CC (Figura 39), ya que la 
transfección con la forma mutada provoca apoptosis que no puede ser rescatada por 
BDNF. En conclusión, BDNF inhibe la actividad de Cdk1 de manera exclusiva 
mediante su fosforilación en la Tyr15, contribuyendo al bloqueo de la transición G2/M.  
 
Figura 38. El tratamiento de NRPDs transfectadas con Cdk1 Phe15 con nocodazol bloquea a las 
células en mitosis. Ejemplo de célula tranfectada con Cdk1 Phe15 y Ciclina B y bloqueada en mitosis 
al tratar con nocodazol durante 17 h. Anti-pH3 (rojo); EGFP (verde). Los núcleos se tiñeron con 
bisbencimida (Bisb, azul). Comb: Combinado de imágenes. Barra: 10 μm. 
 






7. p27Kip1 podría impedir rondas sucesivas de síntesis de ADN 
en CGRs tetraploides 
Una vez caracterizado el mecanismo que mantiene a las neuronas tetraploides en 
un estado similar a G2, surge la cuestión de por qué las neuronas tetraploides sólo 
llevan a cabo una ronda de endorreduplicación, manteniéndose con niveles de ADN de 
4C. Esto sugiere la existencia de un mecanismo que bloquee nuevas rondas de síntesis 
de ADN en estas neuronas (Figura 40). Posibles candidatos a este proceso son los CKIs. 
Uno de los candidatos que hemos barajado como posible regulador de la tetraploidía es 
el inhibidor p27Kip1, cuya expresión se localiza en CGRs diferenciadas en la retina del 
pollo en desarrollo (Portugal y Ventura, 2009) (Figura 40). 
 
Figura 39. El efecto post-traduccional de BDNF en Cdk1 es específico de la Tyr15. Se 
electroporaron fragmentos de retina de pollo E6 con EGFP (-) o con Cdk1 Phe15 y Ciclina B1 (Mut. 
CC) (+). Posteriormente se procesaron para dar lugar a NRPDs, que se cultivaron durante 20 h en 
presencia de NGF (100 ng/ml) y/o BDNF (2 ng/ml). El porcentaje de núcleos picnóticos se evaluó en 





7.1 p27Kip1 se expresa en CGRs in vivo e in vitro 
Para determinar la posible participación de p27Kip1 en el bloqueo de rondas 
adicionales de síntesis en neuronas tetraploides, en primer lugar caracterizamos la 
expresión de p27Kip1 en la retina de embrión de pollo E5-6. Este análisis demostró que 
p27Kip1 se co-expresa con el marcador de diferenciación p75NTR en la región basal de la 
retina [99,4±0,6 % (n=2) de las células p27Kip1-positivas expresan p75NTR] (Figura 41), 
lo cual sugiere que p27Kip1 se expresa al final de la migración de las células 
ganglionares en proceso de diferenciación. También observamos que p27Kip1 co-
localiza con G4, un marcador principalmente de CGRs en proceso de diferenciación 
(Figura 42) (Rathjen et al., 1987). Como cabría esperar, el 100% de las células 
positivas para p27Kip1 son bien neuronas diferenciadas o se encuentran en proceso de 
diferenciación, descendiendo por el neuroepitelio hasta alcanzar la CCG. Las CGRs 
laminadas con p27Kip1 carecen de Rb (Figura 43), una característica de las CGRs s que 
 
Figura 40. p27Kip1 podría evitar que las neuronas tetraploides llevasen a cabo rondas de 
síntesis extras.  




reactivan el ciclo y se convierten en tetraploides (Morillo et al., 2010). Asimismo, 
todas las células TrkB-positivas expresan p27Kip1 (Figura 44).  
 
 
Figura 42. p27Kip1 se expresa en CGRs diferenciadas. Doble marcaje de las secciones de retina de 
embrión de pollo E5 con los anticuerpos anti-G4 (verde) y anti-p27 (rojo). La punta de flecha señala 
un ejemplo de una célula positiva para G4 y p27Kip1. Los recuadros muestran ampliaciones de las 
áreas enmarcadas. Los núcleos se tiñeron con bisbencimida (Bisb, azul). CCG: capa de células 
ganglionares; EP: epitelio pigmentario; v: cuerpo vítreo, Comb: Combinado de imágenes. Barra: 20 
µm. 
 
Figura 43. p27Kip1 se expresa en CGRs que carecen de Rb. Doble marcaje de secciones de retina de 
embrión de pollo E5 con los anticuerpos anti-Rb (verde) y anti-p27Kip1 (rojo). La punta de flecha 
señala un ejemplo de célula positiva para p27Kip1 que no expresa el marcador Rb. Los recuadros 
muestran ampliaciones de las áreas enmarcadas. Los núcleos se tiñeron con bisbencimida (Bisb, azul). 
CCG: capa de células ganglionares; EP: epitelio pigmentario; v: cuerpo vítreo, Comb: Combinado de 




Figura 41. Co-localización entre p27Kip1 y el receptor de neurotrofinas, p75NTR. Doble marcaje de 
secciones de retina de embrión de pollo E5 con los anticuerpos anti-p75 A (verde) y anti-p27Kip1 
(rojo). La punta de flecha señala un ejemplo de una célula positiva para p75NTR y p27Kip1. Los 
recuadros muestran ampliaciones de las áreas enmarcadas. Los núcleos se tiñeron con bisbencimida 
(Bisb, azul). CCG: capa de células ganglionares; EP: epitelio pigmentario; v: cuerpo vítreo, Comb: 







Al llevar a cabo un análisis por ICQ usando el anticuerpo anti-p27 en cultivos de 
NRPDs confirmamos que estas neuronas expresan p27Kip1, co-localizándose con 
marcadores de estadíos avanzados de diferenciación como G4 (Figura 45). Todo ello 
hace de p27Kip1 un candidato a la inhibición de la endorreduplicación.  
7.2 Inhibición de la expresión de p27Kip1 utilizando ARNi 
Para determinar si p27Kip1 está involucrada en impedir que las neuronas 
tetraploides lleven a cabo rondas sucesivas de endorreduplicación, diseñamos vectores 
 
Figura 44. Las células que expresan TrkB co-expresan p27Kip1. Doble marcaje de las secciones de 
retina de embrión de pollo E5 con los anticuerpos anti-TrkB (verde) y anti-p27Kip1 (rojo). La punta de 
flecha señala un ejemplo de una célula positiva p27Kip1 que expresa TrkB. Los núcleos se tiñeron con 
bisbencimida (Bisb, azul). Las cajas indican ampliaciones de las áreas enmarcadas por líneas 
discontinuas. CCG: capa de células ganglionares; EP: epitelio pigmentario; v: cuerpo vítreo, Comb: 
Combinado de imágenes. Barra: 20 µm.  
 
 
Figura 45. p27Kip1 se expresa en NRPDs in vitro. Doble marcaje con anti-G4 (verde) y anti-p27Kip1 
(rojo) de una CGR diferenciada. La morfogía de la célula que expresa un mayor nivel de G4 se 
corresponde con la de una célula ganglionar diferenciada. Los núcleos se tiñeron con bisbencimida 
(Bisb, azul). Comb: Combinado de imágenes. Barra: 20 µm. 
 
 




ARNi específicos de p27Kip1 utilizando el sistema de interferencia descrito por Das et al. 
(2006). Diseñamos dos interferentes independientes para secuencias diana situadas en la 
región 5´ (1p27i), y 3´ (2p27i). Como control empleamos un vector que expresa un 
interferente de la proteína luciferasa (RFPi) (Das et al., 2006). En primer lugar, 
verificamos la eficacia de los ARNi transfectando fragmentos de retina que 
posteriormente fueron procesados para dar lugar a NRPDs. Transcurridas 20 h, las 
NRPDs se sometieron a ICQ de G4 y p27Kip1. Los niveles de p27Kip1 se cuantificaron en 
CGRs que expresaban el marcador G4 mediante análisis de imagen. Se observa que 
ambos interferentes son capaces de disminuir los niveles de p27Kip1 un 50% (1p27i) y 
un 67% (2p27i) (Figura 46). 
 
7.3 La interferencia frente al ARN de p27Kip1 favorece la síntesis 
de ADN en neuronas de retina  
Una vez que se confirmó la eficacia de los interferentes para p27Kip1, nos 
planteamos si la disminución de los niveles de dicha proteína puede favorecer la 
 
Figura 46. Los ARNi interferentes 1p27i y 2p27i reudcen significativamente los niveles de 
proteína p27Kip1. Cuantificación mediante análisis de imagen de los niveles de p27Kip1 en NRPDs 
lipofectadas con los interferentes para p27Kip1 (1p27i, 2p27i) o con el interferente control RFPi. 





incorporación de BrdU en CGRs diferenciadas. Dado que la eficiencia de 
electroporación en CGRs diferenciadas es extremadamente baja (< 0,1%), decidimos 
enriquecer los cultivos en CGRs utilizando el procedimiento descrito por De Curtis et 
al. (1991), basado en la separación de CGRs procedentes de retina de pollo E7 en un 
gradiente de Percoll. Dichas neuronas se aislaron y se cultivaron en condiciones 
neurogénicas. La Figura 47 muestra un ejemplo de cultivo de CGRs teñidas con 
Tubulina βIII después de su purificación en gradientes de Percoll. En la retina, las 
CGRs expresan elevados niveles de este marcador (Watanabe et al., 1991). 
Transcurridas 24 h desde su cultivo, se lipofectaron con los vectores de interferencia 
descritos anteriormente para p27Kip1 y se trataron con BrdU (0,5 μg/ml) durante 20 h. 
Los cultivos se realizaron en ausencia de NGF para evitar que la reactivación de ciclo 
celular y la inducción de síntesis de ADN provocada por esta neurotrofina (Morillo et 
al., 2012) interfiera con los resultados. Debido a la alta densidad de los cultivos, 
necesaria para llevar a cabo la lipofección, no se pudo utilizar G4 como marcador 
debido a que su expresión mayoritaria en fibras incapacitaba la identificación de las 
CGRs. Por ello, decidimos emplear el marcador neuronal NeuN (del inglés “Neuronal 
nuclei”) dada su localización nuclear. Este análisis nos permitió demostrar que se 
produce un incremento significativo de la incorporación de BrdU en NRPDs 
diferenciadas cuando se emplean interferentes para p27Kip1 con respecto al interferente 
control (Figura 48).  
 
 De acuerdo con nuestra hipótesis, la disminución de los niveles de p27 Kip1 
provoca un incremento en la síntesis de ADN, lo que sugiere que las CGRs se 
convierten en poliploides mediante endorreduplicación. De hecho, no se observó 
ninguna mitosis en las células lipofectadas con los interferentes 1p27i (n=266), 2p27i 
 
Figura 47. Pureza del cultivo de CGRs después de su enriquecimiento en un gradiente de 
Percoll. Marcaje con anti-Tubulina βIII (rojo) de un cultivo enriquecido en CGRs. Los núcleos se 
tiñeron con bisbencimida (Bisb, azul). Comb: Combinado de imágenes. Barra: 20 µm. 
 
 




(n=188) ni con el interferente control RFPi (n=188). Para confirmar esta hipótesis, 
analizamos los niveles de ADN de las células transfectadas con los ARNi para p27Kip1 
mediante citometría estática. Observamos que las neuronas transfectadas con los 
interferentes 1p27i y 2p27i tienen un mayor contenido de ADN que las transfectadas 
con el interferente control tanto las diploides como las tetraploides. En todos los casos 
observamos que existen diferencias significativas entre los niveles de ADN de las CGRs 
lipofectadas con los interferentes para p27 (tanto 1p27i como 2p27i) respecto al 
interferente control (RFPi) [experimento 1: RFPi vs. 1p27i p<0,001; RFPi vs. 2p27i 
p<0,005; experimento 2: RFPi vs. 1p27i p<0,001; RFPi vs. 2p27i p<0,001; prueba de 
los rangos con signo de Wilcoxon]. En la Figura 49 se muestra un ejemplo 
representativo de la distribución de la frecuencia de los niveles de ADN en CGRs 
lipofectadas con el plásmido 1p27i y con el plásmido control. En conclusión, estos 
resultados sugieren que p27Kip1 puede estar involucrado en el bloqueo de rondas 




Figura 48. La disminución de los niveles de p27 Kip1 en un cultivo enriquecido en CGRs provoca 






       
 
Figura 49. La disminución de los niveles de p27Kip1 induce una síntesis lenta de ADN. 
Distribución de frecuencia de niveles de ploidía (DAPI) en CGRs lipofectadas con el plásmido control 
(RFPi) o interferente para p27Kip1 (1p27i). *** p<0,001 (prueba de los rangos con signo de 
Wilcoxon). # Neuronas con contenido superior a 4C. 
 
 












En base a los resultados descritos anteriormente, hemos podido demostrar que el 
bloqueo de la transición G2/M inducido por BDNF en neuronas tetraploides está 
regulado por dos mecanismos complementarios: 1) la disminución de los niveles de 
Cdk1 (Figura 23) y de Ciclina B1 (Frade, 2000), y 2) la modificación post-traduccional 
de Cdk1 (pCdk1 Tyr15), lo que se traduce en la inhibición de su actividad (Figura 50). 
Estos mecanismos participan en el bloqueo del ciclo en G2/M necesarios para la 
tetraploidización de las CGRs. Además, hemos podido determinar que p27Kip1 se 
expresa en las CGRs diferenciadas y parece ser necesario para prevenir rondas sucesivas 
de endoreduplicación. 
 
Como cabría esperar, Cdk1 se encuentra presente en las mitosis ectópicas, que 
tienen lugar en la membrana basal de la retina. Se ha demostrado previamente que las 
mitosis ectópicas tienen lugar en las CGRs en proceso de diferenciación que duplican su 
 
Figura 50. Modelo del bloqueo de la transición G2/M inducido por BDNF/TrkB en CGRs 





ADN y que no son capaces de evitar la mitosis, muriendo por apoptosis poco tiempo 
después (Morillo et al., 2010). Esto sugiere que el mecanismo clásico de transición 
G2/M está activo en dichas neuronas. Esta observación concuerda con una publicación 
previa que demuestra que las CGRs postmitóticas de codorniz expresan Cdk1 antes de 
que se complete su diferenciación (Espanel et al., 1997). La localización 
preferentemente citoplásmica de Cdk1 observada en el neuroepitelio, concuerda con la 
localización esperada, debido a que Cdk1 se localiza preferentemente en este 
compartimento celular hasta que se produce su migración al núcleo en los momentos 
previos a la profase (De Souza et al., 2000; Hagting et al., 1998; Moore et al., 1999; 
Takizawa et al., 1999; Toyoshima et al., 1998; Yang et al., 1998). En este sentido, Cdk1 
se expresa en el núcleo de células neuroepiteliales en la región apical de la retina.  
La mayor parte de los experimentos se llevaron a cabo utilizando células de 
retina de embrión E6-7 cultivadas en condiciones neurogénicas (Frade et al., 1996a; 
1996b) tratadas con NGF para inducir la re-entrada en ciclo celular (Frade, 2000; 
Morillo et al., 2010; 2012). En estos cultivos, TrkB se expresa en todas las NRPDs. Este 
hecho ha facilitado la realización de los estudios in vitro. Se desconoce el motivo por el 
cual todas las células expresan TrkB. Es posible que el efecto de la disociación sea el 
que cause un incremento en la expresión de dicho receptor.  
1. BDNF disminuye los niveles de Cdk1 pero no del ARNm 
específico de CDK1 
Hemos observado que el tratamiento de NRPDs con BDNF reduce los niveles de 
la proteína Cdk1 en estas células, pero no afecta a los niveles de ARNm, lo que sugiere 
que la expresión de Cdk1 está regulada por un mecanismo post-traduccional. Aunque se 
ha demostrado que la expresión de Cdk1 disminuye a medida que se diferencia la retina 
(Espanel et al., 1997), el efecto de BDNF en la expresión de Cdk1 es específico ya que 
esta neurotrofina no puede inducir la diferenciación neuronal en precursores de retina 
(De la Rosa et al., 1994). Observamos que la disminución de los niveles de Cdk1 afecta 
sólo a un 40% de la proteína. Sin embargo, esta disminución no se debe a la respuesta 
selectiva a BDNF de una determinada subpoblación, sino que afecta a todas las NRPDs. 
Además, hemos demostrado que el mecanismo empleado por BDNF para disminuir los 





fosforilación se produce sólo cuando las NRPDs se tratan con NGF y BDNF, mientras 
que la disminución de los niveles de Cdk1 ocurre en respuesta a BDNF 
independientemente de la presencia o no de NGF. Esto indica que la fosforilación de la 
Tyr15 no provoca un aumento en la degradación de Cdk1. Un argumento adicional para 
descartar la participación de la fosforilación de la Tyr15 en el reciclaje de Cdk1 es el 
hecho de que dicha fosforilación es necesaria para mantener bloqueada la actividad 
quinasa sin alterar sus niveles (Norbury et al., 1991).  
2.  BDNF disminuye la actividad específica de Cdk1 mediante 
modificación post-traduccional 
En segundo lugar, hemos demostrado mediante un ensayo de actividad quinasa 
que BDNF también reduce la actividad específica de Cdk1 en extractos de NRPDs 
tratadas con dicha neurotrofina, pero no afecta a la actividad general de las Cdks. Dicha 
reducción de la actividad específica no se puede justificar únicamente por la reducción 
de los niveles de Ciclina B2 en presencia de BDNF en NRPDs tratadas con NGF 
(Frade, 2000) ya que BDNF también es capaz de disminuir la actividad de Cdk1 en 
NRPDs en las que se ha sobreexpresado Cdk1 y Ciclina B1. La regulación de la 
expresión y de la actividad que BDNF ejerce sobre Cdk1 en neuronas tetraploides 
guarda semejanza con el efecto de NGF sobre Cdk1 observado en células PC12 durante 
la diferenciación de dichas células mediada por NGF (Buchkovich y Ziff, 1994). Este 
efecto se acelera en células que sobreexpresan TrkA (Buchkovich y Ziff, 1994).  
2.1 La fosforilación de Cdk1 en su Tyr15 inducida por BDNF es 
dependiente de TrkB 
Es altamente probable que BDNF actúe a través del receptor TrkB en las NRPDs 
ya que varios hechos apuntan a esta conclusión. Por un lado, se ha observado que 
concentraciones de BDNF específicas de TrkB (2 ng/ml) (Rodríguez-Tebar y Barde, 
1988) son capaces de bloquear la transición G2/M en las NRPDs tratadas con NGF. 
Además, el tratamiento con K252a, un inhibidor de tirosín quinasas comúnmente 
utilizado para bloquear la activación de los receptores Trk mediante neurotrofinas 
(Almeida et al., 2005; Berg et al., 1992; Knüsel y Hefti, 1992) impide que se produzca 





probable que el mecanismo de bloqueo de la transición G2/M inducido por BDNF esté 
conservado in vivo debido a que BDNF se expresa en el epitelio pigmentario y 
neuroretina durante el periodo de diferenciación de las CGRs (Frade et al., 1997). 
Asimismo, observamos mediante IHQ que la población de neuronas que expresa TrkB 
carece de Rb, al igual que las CGRs en proceso de diferenciación que reactivan el ciclo 
y se hacen tetraploides en respuesta a NGF endógeno (Morillo et al., 2010).  
2.2 La fosforilación de Cdk1 en su Tyr15 inducida por BDNF es 
independiente de Wee1 
Se sabe que la fosforilación de Cdk1 en su Tyr15 es inhibitoria ya que dicha Tyr 
se encuentra incluida en el motivo (Gly-X-Gly-X-X-Gly), implicado en la unión del 
ATP. Por tanto, la fosforilación de Cdk1 en su Tyr15 impide su interacción con el ATP 
inhibiendo su actividad quinasa (Krek y Nigg, 1991). El mecanismo empleado por 
BDNF para inhibir la actividad de Cdk1 depende de dicha fosforilación. De hecho, la 
sobreexpresión de una forma constitutivamente activa de Cdk1 (Cdk1 Phe15) (Fletcher 
et al., 2002) desencadena la transición G2/M seguida de apoptosis, que no puede ser 
rescatada por BDNF. En las células proliferantes Wee1, fosforila a Cdk1 en su Tyr15 
(Parker et al., 1992), inhibiendo su actividad catalítica (Norbury et al., 1991). Wee1 
también se expresa en neuronas en proceso de diferenciación, participando en su 
diferenciación inicial previa a la polarización neuronal (Müller at al., 2010), así como en 
neuronas adultas (Tomashevski et al., 2001). Dada la expresión de Wee1 en neuronas en 
proceso de diferenciación, se empleó un inhibidor específico de Wee1 (MK-1775), a 
concentraciones en las que previamente se ha demostrado que bloquea la actividad de 
Wee1 (Hirai et al., 2009). Dicho inhibidor no bloqueó la fosforilación de la Tyr15 
inducida por BDNF en NRPDs mientras que disminuyó drásticamente los niveles de 
pCdk1 Tyr15 en un control realizado con CEFs proliferantes. Estos resultados 
demuestran que Wee1 no está involucrado en la cascada de señalización iniciada por 
TrkB para bloquear la transición G2/M en neuronas tetraploides.  
Es posible que TrkB fosforile a Cdk1 en su Tyr15 directamente a través de su 
dominio catalítico al igual que ocurre con Cdk5 (Cheung et al., 2007). A pesar de que 
Cdk1 y Cdk5 llevan a cabo funciones diferentes y su secuencia de aminoácidos es 





donde se sitúan los aminoácidos responsables de la regulación de su actividad (Thr14 y 
Tyr15), está conservado (Figura 5) (Kawauchi et al., 2013). Por lo tanto, no se puede 
descartar que a nivel estructural la interacción directa entre TrkB y Cdk1 sea factible, al 
igual que ocurre con TrkB y Cdk5 (Cheung et al., 2007) ya sea directamente en la 
membrana celular o mediante vesículas de internalización que faciliten el acceso de 
TrkB a Cdk1. Otra posibilidad es que el responsable de la fosforilación de Cdk1 sea otra 
proteína que actúe en la cascada de señalización de TrkB. En este caso, cabe destacar 
que ERK, miembro de la cascada de señalización de TrkB (Arévalo y Wu, 2006; Chao, 
2003; Reichardt, 2006), puede fosforilar a Cdk1 en la Tyr15 (Ray et al., 2006).  
2.3 La cooperación entre TrkB y p75NTR es necesaria para la 
fosforilación de Cdk1 en su Tyr15 
Como se ha descrito en la introducción, la señalización de las distintas 
neurotrofinas es altamente compleja debido a la existencia de distintos receptores y a la 
gran diversidad de vías de señalización que se pueden activar por los mismos, que a su 
vez pueden estar interconectadas (Arévalo y Wu, 2006; Skaper, 2012). En este sentido, 
la señal dependiente de receptores Trk se puede modular por la activación de p75NTR 
con ligandos heterólogos. La unión de BDNF a p75NTR puede modular las señales 
activadas por NGF/TrkA y por NT-3/TrkC (Ivanisevic et al., 2003; Kimpinski et al., 
1999; MacPhee y Barker, 1997). En nuestro caso, observamos una situación similar ya 
que el efecto dependiente de TrkB sobre la fosforilación de Cdk1 en su Tyr15 requiere 
la activación de p75NTR. Hasta el momento se desconoce el mecanismo empleado por 
p75NTR para facilitar la fosforilación de la Tyr15 de Cdk1. Sin embargo, la conexión 
entre las señales entre p75NTR y TrkB podría estar facilitada por su co-localización en 
las balsas lipídicas (Suzuki et al., 2004).  
2.4 TrkA no participa en la fosforilación de Cdk1 en su Tyr15 
inducida por BDNF 
Durante todo el estudio se han utilizado concentraciones saturantes de NGF (100 
ng/ml) para p75NTR, lo que sugiere que el efecto de reactivación de ciclo y muerte por 
apoptosis in vivo se debe a la interacción de proNGF endógeno con p75NTR. En este 





asociada a la neurogénesis, obteniendo un resultado similar que en p75NTR-/- y NGF-/- 
(Frade y Barde, 1999). Además, el uso de un anticuerpo bloqueante de p75NTR inhibió el 
efecto de NGF sobre la reactivación del ciclo y la apoptosis en cultivos de NRPDs 
(Frade, 2000). En cualquier caso, hemos descartado la participación de TrkA en la 
señalización de NGF debido a que el tratamiento de las NRPDs con una concentración 
subóptima de NGF para la activación de p75NTR (1 ng/ml) (Kaplan et al., 1991) no 
facilita la fosforilación de Cdk1 en su Tyr15 tras en el tratamiento con BDNF. Este 
hecho concuerda con la expresión de TrkA solamente en CGRs diferenciadas situadas 
en la CCG (González-Hoyuela et al., 2001) mientras que la re-entrada en ciclo de las 
CGRs tetraploides ocurre cuando estas neuronas se encuentran en proceso de 
diferenciación, descendiendo hacia la región basal del neuroepitelio (Morillo et al., 
2010).  
3.  Las CGRs tetraploides dependen de BDNF durante un periodo 
restringido 
La expresión de Cdk1 disminuye durante E8 en la retina de la codorniz (Espanel 
et al., 1997), un estadio equivalente a E10-11 en el embrión del pollo (Padgett e Ivey, 
1960). En este estadio, la generación de CGRs ha finalizado (Prada et al., 1991) y el 
análisis de los sitios de unión a [125I] BDNF a células de retina embrionaria demuestra 
que el número de receptores de alta afinidad de BDNF han disminuido drásticamente 
(Frade et al., 1997). La reducción de los receptores de BDNF indica que el mecanismo 
descrito en este estudio para la inhibición de Cdk1 dependiente de BDNF, necesario 
para la supervivencia de las células tetraploides, está restringido a una ventana temporal 
que coincide con el periodo de diferenciación de las CGRs. Este hecho concuerda con la 
dependencia de BDNF observada en las CGRs cultivadas in vitro durante una ventana 
temporal de 5 días (Rodríguez-Tébar et al., 1989). A partir de este periodo, las CGRs 
tetraploides pueden sobrevivir en ausencia de BDNF lo que indica que se mantienen en 
un estado similar al quiescente, por lo que deben exisitir mecanismos complementarios 
que se encarguen de mantener a las neuronas con un contenido de ADN de 4C. Además, 
los efectos de esta neurotrofina en la retina podrían no estar restringidos a su papel en el 
mantenimiento de las CGRs tetraploides como neuronas de proyección (Morillo et al., 
2010) cuyos axones de mayor tamaño proyectan a capas más profundas del tecto óptico. 





tetraploides: favoreciendo el bloqueo de la transición G2/M (Morillo et al., 2010), 
promoviendo la diferenciación neuronal a través de Cdk5 (Cheung et al., 2007) y 
promoviendo la maduración del axón (Shelly et al., 2007).  
El bloqueo de la transición G2/M con agentes farmacológicos en neuronas 
tetraploides inhibe la muerte por apoptosis (Frade, 2000; Frade et al., 1997; Morillo et 
al., 2010). En este sentido, hemos observado que la sobreexpresión de Ciclina B y Cdk1 
constitutivamente activo en NRPDs induce mitosis seguida por apoptosis. Este resultado 
concuerda con los ensayos de pulso y caza descritos por Morillo et al. (2010) en los que 
el pico de neuronas tetraploides en apoptosis tiene lugar tres horas después del pico de 
dichas neuronas en mitosis. Estas observaciones indican que Cdk1 puede provocar 
apoptosis en estas neuronas posteriormente a la inducción de mitosis ectópicas. Se han 
descrito distintos mecanismos por los que Cdk1 provoca apoptosis: la acumulación de 
FOXO1 (del inglés “forkhead box, sub-group O”) (Yuan et al., 2008); induciendo la 
fosforilación y activación del gen pro-apoptótico Bad (del inglés “Bcl-associated death 
promoter”) (Konishi et al., 2002) y fomentando la fosforilación e inactivación del gen 
antiapopotótico Bcl2 (del inglés “B cell leukemia/lymphoma 2”) (Furukawa et al., 
2000). Alternativamente, la apoptosis puede derivar de mecanismos desconocidos 
provocados por la mitosis en una célula postmitótica.  
4. p27Kip1 podría impedir rondas sucesivas de síntesis de ADN en 
CGRs tetraploides  
Se ha descubierto recientemente que algunas subpoblaciones neuronales de los 
vertebrados superiores son susceptibles de duplicar su ADN dando lugar a neuronas 
tetraploides (López-Sánchez y Frade, 2013; López-Sánchez et al., 2011; Morillo et al., 
2010). Este hecho contrasta con la observación de que muchos invertebrados y algunos 
vertebrados inferiores muestran neuronas gigantes con alto contenido de ploidía (Lasek 
y Dower, 1971; Urata et al., 1995; Yamagishi et al.,  2011). Surge, por tanto, la cuestión 
de cuál es el mecanismo responsable de que sólo se produzca una ronda extra de síntesis 
en los vertebrados superiores analizados (López-Sánchez et al., 2011; López-Sánchez y 
Frade, 2013; Morillo et al., 2010). Los resultados que hemos obtenido sugieren que 
p27Kip1, un CKI conocido por su capacidad de inhibir a Cdk2 bloqueando la transición 





en este proceso. Además, se ha observado que p27Kip1 puede modular el proceso de 
endoreduplicación en el Solanum lycopersicum (Bisbis et al., 2006).  
Hemos demostrado que en la retina embrionaria de embrión de pollo E6 p27Kip1 
se detecta en las CGRs en proceso de diferenciación, incluidas aquéllas que están 
migrando a lo largo del neuroepitelio. En estadios más avanzados, como E12, se 
observa expresión de p27Kip1 en células ganglionares, horizontales y amacrinas 
(Portugal y Ventura, 2009). Las células que expresan TrkB co-expresan p27Kip1 y 
p75NTR y carecen de Rb, características de las CGRs susceptibles de convertirse en 
tetraploides (Morillo et al., 2010). La reducción de los niveles de p27Kip1 mediante 
ARNi provoca un aumento en la incorporación de BrdU en neuronas de retina 
enriquecidas en CGRs, pero ninguna de las neuronas transfectadas con los interferentes 
lleva a cabo mitosis. La observación de un mayor contenido de ADN en dichas 
neuronas sugiere una síntesis lenta de ADN, que no se ha completado a las 24 h del 
análisis. Este hecho se podría explicar debido a la posible participación de otros 
inhibidores de ciclo celular, que podrían refrenar la entrada en síntesis de las células con 
bajos niveles de p27Kip1. De hecho, las CGRs expresan también otros CKIs como 
p57Kip2 (datos sin publicar). Este efecto es reminiscente de lo que ocurre en la retina de 
ratones adultos deficientes para p27Kip1, en los que se produce un aumento de CGRs que 
muestran incorporación de BrdU (Cunningham et al., 2002; Levine et al., 2000; 
Nakayama et al., 1996) que se potencia en ratones deficientes para p27Kip1 y para 
p19INK4d (Cunningham et al., 2002). Dado que hemos observado que p27Kip1 se expresa 
en todas las CGRs, no podemos descartar que prevenga la endorreduplicación tanto en 
las 2C como en las 4C. De hecho, los resultados obtenidos con los ARNi para p27Kip1 
demuestran un incremento del contenido de ADN en todas las CGRs.  
Los ratones p27Kip1-/- muestran rasgos de hiperplasia en diferentes órganos, 
incluida la retina. Sin embargo, las distintas poblaciones de la retina tienen la misma 
proporción de células (Fero et al., 1996; Nakayama et al., 1996). En cambio, se observa 
un mayor nivel de apoptosis, lo que sugiere una mayor compensación por las rondas 
extras de división (Dyer y Cepko, 2001a). Asimismo, se ha observado que los axones 
del nervio óptico de los ratones p27Kip1-/- tienen un tamaño muy superior al de los 
ratones control (Lopez-Sanchez et al., 2007a), lo que concordaría con neuronas que han 





(Morillo et al., 2010). Asimismo, p27Kip1 es capaz de inhibir a MCM7 necesaria para la 
licencia de duplicación del ADN (Nallamshetty et al., 2005), una observación que 
abunda aún más en su posible papel regulador de la endoreduplicación en CGRs. 
Aunque p27Kip1 ha sido involucrado en la diferenciación neuronal promoviendo la 
expresión de Neurog2 (Kawauchi et al., 2013), este hecho no descarta la participación 
de p27Kip1 en la regulación de la endoreduplicación. De hecho, este CKI es una proteína 
pleiotrópica al participar también en la migración neuronal (Kawauchi et al., 2006; 
Nguyen et al., 2006).  
5. Posibles implicaciones de la tetraploidía neuronal en 
patología 
La re-entrada en ciclo de neuronas diferenciadas es un proceso común a distintas 
patologías cerebrales, tanto en daño agudo como en procesos neurodegenerativos 
(Wang et al., 2009). Se han encontrado marcadores que implican al ciclo celular en 
diversas enfermedades como: Alzheimer (Arendt, 2012; Arendt et al., 2010; Mosch et 
al., 2007), isquemia/hipoxia (Burns et al., 2007; Love, 2003; Wen et al., 2004), 
enfermedad de Parkinson (Höglinger et al., 2007; Jordan-Sciutto et al., 2003); Ataxia 
Telangiectasia (Yang y Herrup, 2005); encefalitis inducida por virus, en la que se 
encuentran células gigantes multinucleadas (Jordan-Sciutto et al., 2002); enfermedad de 
Huntington (Akashiba et al., 2008; Fernandez-Fernandez et al., 2011; Pelegrí et al., 
2008); esclerosis lateral amiotrófica (Nguyen et al., 2003; Ranganathan et al., 2001; 
Ranganathan y Bowser, 2003) y diversas taupatías (Stone et al., 2011). También se ha 
encontrado expresión de proteínas del ciclo celular en otras enfermedades neurológicas 
como Síndrome de Down, enfermedad de Pick´s, Parálisis Supranuclear Progresiva 
(Camin et al., 2006). Se han llegado a proponer reguladores de ciclo celular como 
posibles estrategia terapéuticas para infarto cerebral (Osuga et al., 2000; Wang et al., 
2002), excitotoxicidad (Verdaguer et al., 2004) enfermedad de Alzheimer (Woods et al., 
2007) y trauma (Di Giovanni et al., 2005). La inhibición de las CDKs mediante 
roscovitina y flavopiridol tiene efectos neuroprotectores en cultivos celulares 
(Verdaguer  et al., 2004). El estrés oxidativo es otro elemento común a las 
enfermedades neurodegenerativas y neurológicas (Woods et al., 2007; Zhu et al., 2007) 





En el caso de las enfermedades en las que se produce un daño cerebral agudo 
tales como excitotoxicidad por ácido kaínico y trauma, la reactivación del ciclo celular 
se detiene en la transición G1/S, dando lugar a la apoptosis (Byrnes et al., 2007; Kuan et 
al., 2004). En otros casos las neuronas sufren transición G1/S (Höglinger et al., 2007; 
Yang et al., 2003), observándose que aquéllas que duplican su ADN no sufren mitosis y 
permanecen durante mucho tiempo con doble contenido de ADN antes de morir 
finalmente por apoptosis (Herrup, 2010; Herrup y Yang, 2007; Ogawa et al., 2003b). 
Esta situación tiene lugar por ejemplo en neuronas sometidas a isquemia/hipoxia (Burns 
et al., 2007; Byrnes et al., 2007), que incorporan BrdU y permanecen vivas durante días 
antes de sufrir apoptosis. De una manera muy elegante, Burns et al. (2007) demostraron 
que la inmensa mayoría de células positivas para NeuN que incorporaban BrdU no 
habían pasado por estadios inmaduros, indicando que no habían surgido por 
neurogénesis adulta (Burns et al., 2007). Se han encontrado otros ejemplos de 
reactivación del ciclo celular y poliploidización en la enfermedad de Alzheimer (Arendt 
et al., 2010; Mosch et al., 2007; Yang et al., 2001) y en enfermedad de Parkinson 
(Höglinger et al., 2007). Estas observaciones contrastan con el concepto ampliamente 
extendido de que la re-entrada en ciclo de las neuronas supone su muerte rápida por 
apoptosis (Yang et al., 2003). Sin embargo, de ser así, no se podría justificar el 
desarrollo lento y progresivo de las enfermedades neurodegenerativas. A pesar del 
esfuerzo realizado por múltiples laboratorios para establecer la causa de la reactivación 
del ciclo celular en neuronas (Biswas et al., 2005; Konishi et al., 2002; Konishi y 
Bonni, 2003; Liu et al., 2004; 2005, Morillo et al., 2012), el mecanismo por el cual 
dichas neuronas bloqueaban la transición G2/M se desconocía hasta la fecha (Herrup, 
2010). Nosotros hemos demostrado en este trabajo el mecanismo por el cual las 
neuronas tetraploides generadas en el desarrollo se mantienen en un estado similar a G2, 
que puede ser similar al que tienen lugar en las neuronas tetraploides que se generan en 
condiciones patológicas. 
Es posible que el mecanismo por el cual las neuronas tetraploides se mantienen 
en un estado similar al que hemos descrito en este trabajo, sea similar al que llevan a 
cabo las tetraploides somáticas generadas en condiciones patológicas, evitando que 
mueran por apoptosis (Frade y López-Sánchez, 2010). La inactivación de Cdk1 
inducida por BDNF es un evento crucial para el mantenimiento de la tetraploidía 





hipótesis se ha detectado el complejo CC activo en las neuronas de la enfermedad de 
Alzheimer con ovillos neurofibrilares (Nagy et al., 1997; Pei et al., 2002; Tsujioka et 
al., 1999; Vincent et al., 1997). Además, BDNF favorece la supervivencia neuronal en 
muchas enfermedades neurodegenerativas (Allen et al., 2013; Skaper, 2008; Zhang et 
al., 2011a; Zuccato y Cattaneo, 2009). El descenso de TrkB y BDNF observado en 
estadios tardíos de esta enfermedad (Ferrer et al., 1999) pueden ser la causa de la 
degeneración neuronal (López-Sánchez y Frade, 2013).  
p75NTR puede volver a expresarse en el sistema nervioso adulto en condiciones 
neuropatológicas como la enfermedad de Párkinson (Chen et al., 2008); la enfermedad 
de Alzheimer (Hu et al., 2002); la esclerosis lateral amiotrófica (Lowry et al., 2001) y 
enfermedad de Huntington (Zuccato et al., 2008), por lo que puede estar participando en 
el proceso de neurodegeneración (Dechant y Barde, 2002). Asimismo, existe una mayor 
presencia de proNGF en el cerebro con Alzheimer (Fahnestock et al., 2001; Teng et al., 
2010) y en el córtex de ratas epilépticas (Volosin et al., 2006). p75NTR podría estar 
induciendo la re-entrada en ciclo celular de estas patologías generando neuronas 
tetraploides, con árboles dendríticos y somas mayores, generando intermedios 
tetraploides como una medida para escapar a la muerte celular, pero cuyos cambios 
estructurales podrían conllevar alteraciones en su función, en su mecanismo y en la 
transmisión eléctrica (Frade y López-Sánchez, 2010). Estas neuronas poliploides serían 
más vulnerables a la muerte celular (Arendt et al., 2010).  
En las enfermedades neurodegenerativas se ha demostrado la existencia de 
reactivación de ciclo celular en células diferenciadas y su mantenimiento como células 
tetraploides antes de morir por apoptosis. Se ha observado un incremento de los niveles 
de p27Kip1 en distintas enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer (Ogawa et 
al., 2003a), Huntington (Akashiba et al., 2008; Cong et al., 2012), e isquemia (Pillai et 
al., 2011).  
El estudio de la contribución de la tetraploidía y la reactivación del ciclo celular 
al desarrollo de las enfermedades neurodegenerativas es un factor a tener en cuenta a la 
hora de buscar nuevas estrategias y dianas terapéuticas para las mismas. 













1. TrkB se expresa en una subpoblación de CGRs en proceso de diferenciación 
susceptible de adquirir condición tetraploide.  
2. Cdk1 se expresa en las CGRs en proceso de diferenciación susceptibles de llevar 
a cabo mitosis ectópicas in vivo y positivas para TrkB. 
3. BDNF disminuye el nivel de expresión de proteína Cdk1 en las CGRs, pero no 
altera los niveles de su ARNm. 
4. BDNF disminuye específicamente la actividad de Cdk1 mediante la 
fosforilación de su Tyr15. 
5. La fosforilación de Cdk1 en su Tyr15 por BDNF está inducida por TrkB de 
manera independiente de Wee1 y requiere la activación previa de p75NTR por 
NGF.  
6. p27Kip1 se expresa en CGRs susceptibles de convertirse en tetraploides. 
7. La disminución de los niveles de p27Kip1 favorece la síntesis de ADN en cultivos 
de retina enriquecidos en CGRs, pero no induce su entrada en mitosis, 
sugiriendo la participación de este CKI en el bloqueo de rondas extra de 
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